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OZET

Drosophila melanogaster’de DEMIR BAZLI METALIK-MANYETIK
NANOPARTIKULLERIN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Aysen Yagmur KURSUN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Biilent KAYA
Temmuz 2022; 63 sayfa

Nanopartikiillerin (NP’lerin) yeni bir sinifi olan manyetik NP’ler (MNP)
giliniimiizde ila¢ tasima sistemleri, tibbi tan1 ve tedavi, hiicre ayristirma, biyosensorler,
manyetik rezonans goriintiileme, kanser ve hipertermi tedavileri de dahil olmak iizere
birgok alanda siklikla kullaniimaktadir. Ozellikle MNP lerin dogrudan insan iizerinde
kullanim alanlarina sahip olmasi, bu NP’lerin insan ve dolayisiyla ¢evre iizerindeki
potansiyel toksisiteleri hakkindaki bilgi eksikligi nedeniyle biiyiikk bir endise
yaratmaktadir. Bu nedenle MNP’lerin toksikolojik degerlendirmelerinin yapilmasi ve bu
degerlendirmelere gére de MNP kullanimlarmin tekrar gézden gecirilmesi oldukga
onemlidir. Bu ¢alismada 4 farkli metalik-MNP’iin (FesO4 NP, CoFe204 NP, MnFe,O4 NP
ve NiFe20s NP) Drosophila melanogaster iizerindeki genotoksik potansiyelleri;
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve Drosophila
hemositlerinde alkali tek hiicre jel elektroforezi testi (KOMET) yontemleriyle
aragtiritlmistir. Calisma kapsaminda gerceklestirilen SMART yonteminden elde edilen
veriler degerlendirildiginde, NiFe2Os NP’linlin en yiiksek konsantrasyonunda ve
CoFe204 NP’iinilin ise 3 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda toplam klon sayisi
parametresine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde genotoksisitenin indiiklendigi
tespit edilmistir. FesOs NP ve MnFe2O4 NP uygulamalarinin ise istatistiksel 6nemde
farklilik tespit edilmemistir. KOMET yonteminden elde edilen veriler 3 parametre
acisindan degerlendirildiginde; kuyruk uzunlugu parametresi bakimindan FesOs NP,
CoFe204 NP, NiFe2O4 NP’lerinin ¢alisilan biitiin konsantrasyonlarda (1, 3, 5 ve 10 mM)
ve MnFe;04 NP’lerinin ise en yiiksek 3 konsantrasyonunda (3, 5 ve 10 mM) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde DNA hasarinin indiiklendigi belirlenmistir. Kuyruk yogunlugu
parametresi bakimindan FesOs NP ve NiFe;Os NP’lerinin  en  yiiksek
konsantrasyonlarinda (10 mM) istatistiksel olarak anlamli bir DNA hasarinin
indiiklendigi tespit edilmistir. Son parametre olan kuyruk momenti acisindan FesOs NP
ve MnFe204 NP’lerinin en yiiksek 2 konsantrasyonunun (5 ve 10 mM), NiFe204
NP’lerinin ise 3, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli DNA
hasarma yol agtig1 gosterilmistir. CoFe2O4 NP’leri ise kuyruk momenti parametresi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir DNA hasarina yol agmamastir.

ANAHTAR KELIMELER: Drosophila melanogaster, Genotoksisite, KOMET,
Manyetik nanopartikiiller, SMART
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF IRON-BASED METALLIC-
MAGNETIC NANOPARTICLES IN Drosophila melanogaster

Aysen Yagmur KURSUN
MSc. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Biilent KAYA
July 2022, 63 pages

Magnetic NPs (MNP), a new class of nanoparticles (NPs), are widely used today
in many fields including drug delivery systems, medical diagnosis and therapy, cell
separation, biosensors, magnetic resonance imaging, cancer and hyperthermia treatments.
In particular, the fact that MNPs have direct use on humans creates a great concern due
to the lack of information about the potential toxicities of these NPs on humans and
therefore on the environment. For this reason, it is very important to make toxicological
evaluations of MNPs and to reassessment the use of MNPs according to these evaluations.
In this study, genotoxic potentials of 4 different metallic-MNPs (FezOs NP, CoFe204 NP,
MnFe2O4 NP and NiFe,O4 NP) on Drosophila melanogaster; Drosophila wing somatic
mutation and recombination test (SMART) and alkaline single cell gel electrophoresis
test (KOMET) in Drosophila hemocytes were investigated. When the data obtained from
the SMART method carried out within the scope of the study are evaluated, It was
determined that genotoxicity was induced statistically significantly at the highest
concentration of NiFe,O4 NP and at 3 and 10 mM concentrations of CoFe;O4 NP
according to the total clone number parameter. No statistically significant difference was
found in the FesO4 NP and MnFe>O4 NP applications. When the data obtained from the
KOMET method are evaluated in terms of 3 parameters; In terms of tail length parameter,
there was a statistically significant difference between FesO4 NP, CoFe2O4 NP, NiFe2O4
NPs in all studied concentrations (1, 3, 5 and 10 mM) and the highest 3 concentrations of
MnFe2O4 NPs (3, 5 and 10 mM). It was determined that DNA damage was induced. In
terms of tail density parameter, it was determined that a statistically significant DNA
damage was induced at the highest concentrations (10 mM) of FezOs NP and NiFe2O4
NPs. In terms of tail moment, which is the last parameter, it has been shown that the 2
highest concentrations of FesOs NP and MnFe;Os NPs (5 and 10 mM), while the
concentrations of 3, 5 and 10 mM of NiFe2O4 NPs cause statistically significant DNA
damage. CoFe;O4 NPs, on the other hand, did not cause statistically significant DNA
damage in terms of tail moment parameter.

KEYWORDS: COMET, Drosophila melanogaster, Genotoxicity, Magnetic
nanoparticles, SMART
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ONSOZ

Ulkelerin kalkinmishik veya gelismislik seviyelerini etkileyen birgok faktdr
bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda en ¢ok dikkat ¢eken ve belki de en 6nemlisi ilgili
iilkenin teknoloji alanina verdigi onem ve bu alana sagladig1 katma degerlerdir. Bu
baglamda teknolojik alanlar igerisinde 6nemli bir yere sahip olan nanoteknoloji bilimi,
giiniimiizde halen gelismeye devam etmektedir. Ozellikle nanoteknoloji biliminin yeni ve
yiiksek kullanim potansiyeline sahip iirlin gelistirme kapasitesi, bu alanin endiistri
gelisimine devrim niteliginde katkilar sunmasini saglamistir. Nanoteknoloji iiriinlerinden
biri olan nanopartikiillerin iiretimleri ve kullanimlar ise bu baglamda hiz kazanmaistir.

Nanopartikiillerin yiiksek kullanim oranlar1 sebebiyle bu nanopartikiillerin
cevreye ve insanlara kontaminasyonu kagmilmaz hale gelmistir. Nanopartikiiller,
viicudun 6nemli savunma yapilari olan hiicre membranlari, kan-gonad baryeri, plasental
veya kan-beyin bariyeri gibi dnemli bariyerlerden boyutlari nedeni ile daha kolay bir
sekilde gecebilmektedir. Bu durum ise nanopartikiil kullanimini tehlikeli boyutlara
tasimaktadir. Ozellikle nanopartikiillerin viicuda girisleriyle birlikte organeller, niikleik
asitler, proteinler ve lipitler gibi bir¢ok molekiille etkilesime gegebilme potansiyelleri
daha biiyiik olumsuz etkilere yol acabilmektedir.

Bu durum karsisinda nanopartikiillerin toksikolojik degerlendirilmelerinin
yapilmasi ve kullanimlarinin bu degerlendirmelere gore yeniden gozden gegirilmesi bilim
insanlar1 i¢in yeni bir arastirma alaninin kapisini a¢gmustir. Nanotoksikoloji olarak
isimlendirilen bu arastirma alani, nanopartikiillerin viicuda girisi, dagilim1 ve atilimi gibi
temel noktalar1 icerebilecegi gibi nanopartikiillerin hiicresel diizeyde gosterdigi etkiler
(potansiyel membran hasari, DNA hasari, mitokondriyal bozukluklar vb.) ve bu etkileri
hangi mekanizmalarla gerceklestirdikleri gibi daha molekiiler ¢alismalar1 da kapsayan
genis bir arastirma alanidir.

Nanopartikiillerin 6nemli bir alt grubu olan manyetik nanopartikiiller, 6zellikle tip
alaninda tibbi goriintiileme, tan1 ve tedavi gibi yaygin bir kullanim alanina sahiptir.
Manyetik nanopartikiillerin  bu amaglarla kullanimlarinda istenen O6zellikleri
gosterebilmeleri icin zaman igerisinde farkli kaplamalar ve farkli molekiillerle
kombinasyonlar1 calisilarak iiretilmis ve kullanimlar1 yaygimlasmistir. Ozellikle bu
kullanim sonucunda insanlarin mevcut manyetik nanopartikiil maruziyetinden kaginamaz
duruma gelmeleri biiyilik bir endise yaratmaktadir.

Yiiksek lisans tez ¢aligmast kapsaminda Fe3Os, CoFe204, MnFe;04 ve NiFe204
metalik-manyetik nanopartikiillerinin genotoksik potansiyelleri arastirilmistir. Ozellikle
in vivo test yontemlerinin ve Okaryotik submemeli bir model organizmanin caligma
kapsaminda kullanilmasi bu manyetik nanopartikiillerin genotoksik potansiyellerinin
degerlendirilmesinde biiylik 0nem tasimaktadir. Bu baglamda gerceklestirilen tez
caligmasimnin  manyetik nanopartikiillerin potansiyel toksiksisitesi ile ilgili bilgi
eksikliklerinin giderilmesine katkida bulunmasin1i ve yeni ¢aligmalar i¢in temel
olusturmasini temenni ederim.

Bana bu arastirma konusu kapsaminda ¢alisma olanag1 ve destegi sunan akademik
danisman hocam Saymn Prof. Dr. Biilent KAYA’ya (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii), tez ¢alismam siirecince yardimlart bulunan Dr. Merve GUNES ve



doktora 6grencisi Bur¢in YALCIN’a, bu ¢alismay1 maddi olanakla destekleyen Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje No: FYL-2021-
5714) ve ayrica ¢alismam boyunca desteklerini her daim hissettigim sevgili aileme ve
Adnan BURGAZLI’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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Bu tezde ondalik yazim ayiraci olarak (,) kullanilmisgtir.

Kisaltmalar

DMSO: Dimetil siilfoksit
DNA: Deoksiribontikleik asit
EMS: Etilmetan siilfonat
EtBr: Etidyum Bromiir

KOMET: Tek Hiicre Jel Elektroforezi
MNP: manyetik nanopartikiil
Na:EDTA:  Etilendiamin tetraasetik asit
NaCl: Sodyum klortir

NP: nanopartikiil
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PSD: Partikiil Boyut Dagilimi

RNA: Riboniikleik asit

SEM: Taramal1 Elektron Mikroskopu
NaOH: Sodyum hidroksit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SMART: Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

SOD: Siiperoksit dismutaz
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MN: Mikrontiklues
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SH-SY5Y:  Noroblastom hiicreleri

MiH: Manyetik ilag¢ hedefleme
PEG: Poli etilen glikol
H20,: Hidrojen peroksit
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GIRIS A. Y. KURSUN

1. GIRIS

“Nanoteknoloji” kavrami ilk defa 1959 yilinda Richard Feyman’in Kaliforniya
Teknoloji Enstitiisiinde gerceklesen Amerikan Fizik Derneginin yillik toplantisinda
yaptig1 bir konusmayla ortaya ¢ikmistir. Bu konusmada 6ne siirdiigii fikir ise temelinde,
nesneleri atomik hassasiyete dayali bir sekilde iiretilebilecek kiigiik makineler iiretme
potansiyelinin oldugunu seklindedir. Nanoteknoloji teriminin ilk kez kullanimi ise 1974
yilinda Norio Taniguchi tarafindan gercgeklestirilmistir (Singh 2016).

Nanoteknoloji, 21.yiizyilin baglangicindan itibaren gida teknolojisi, miithendislik,
tip, bilim, paketleme teknolojileri, biyomedikal miihendisligi, giysiler, robotik ve
bilgisayar alanlarinda biiyiik gelismeler olusumunu saglamistir. Bilimsel kesiflerin her
zaman i¢in iyi ve kotii etkileri beraberinde getirdigi diisiiniildiigiinde nanoteknolojide bu
ozellikleri birlikte tasimaktadir. Bu baglamda nanoteknoloji iiriinlerinin neden oldugu
nanokirlilik sadece insanlar1 degil ayn1 zamanda hayvanlar ve bitkiler gibi diger canlilari
da olumsuz etkileyebilmektedir (Barik vd. 2020).

Nanopartikiiller (NP’ler), en az bir boyutunun 1 ila 100 nm olarak iiretilen ve
kullanilan nanoteknoloji iiriinii kimyasal maddeler veya malzemelerdir. NP’lerin sahip
olduklar farkli fiziksel 6zellikler o NP’iin boyutuna ve sekline baglidir. Bilim insanlari
bir maddenin sahip oldugu boyutun, o maddenin kimyasal, elektriksel, optik ve mekanik
ozellikleri dahil olmak {tizere bir¢ok fizikokimyasal Ozelliklerini etkileyebilecegini
kesfettiklerinde NP’lerin ne kadar 6nemli malzemeler oldugu ortaya ¢ikmistir (Saleh
2020).

NP’lerin ortaya ¢ikigini takiben birgok bilimsel alanda biiyiik bir etki yaratmstir.
Ozellikle giiniimiizde yer alan bircok uygulamaya yeni 6zellikler ve islevler saglamalar
bu biiyiik etkinin en 6nemli adimidir. NP’lerin bazi durumlarda beklenmedik fiziksel ve
kimyasal 6zellik gostermeleri nedeniyle bircok iiretici veya endiistri bu dzelliklerden
faydalanmak i¢in iirlinlerine NP’ler ekleyerek gelistirmeye baslamistir. Birgok NP tiirti
tip bilimi ve teknoloji alanlarinda biiyliyerek gelismeye devam ederken, bu alanlarda yer
alan ilgili arastirma ve uygulamalar (6rnegin; biyosensdrler, ilag dagitimi,
biyomalzemeler vb.)  NP’lerin potansiyel kullanimlarini aragtirmaktadir (Yang vd.
2010).

Metalik NP’ler, boyutlar1 (kalinlik, uzunluk, genislik) 1-100 nm arali§ina sahip
nano boyutlu metallerdir. Faraday’in 1857 yilinda ¢6zeltide metalik NP’lerin varligini ilk
kez arastirmasiyla 6nem kazanan metalik NP’ler, glinlimiizde farkli bilesikler, antikorlar,
ligandlar ve ilaglara baglanabilme 6zelligi gosterebilmektedirler. Bu 6zellikleri sayesinde
metalik NP’ler gilinimiizde farkli bilesik veya maddelerle modifiye edilerek
biyoteknoloji, gen transferi, ila¢ dagitimi gibi ¢esitli uygulama alanlarinda siklikla
kullanilmaktadirlar (Kumar vd. 2018) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Metalik NP’lerin uygulama alanlar1 (Nadaroglu vd. 2017)

Manyetik NP’ler (MNP), saf metaller, metal alagimlari ve metal oksitlerden
olusan NP’lerin bir dalidir. Demir oksit MNP’ler, minimum toksisite Ozellikleri,
slipermanyetizma, sulu ¢ozeltilerde stabilite ve biyouyumluluk gibi iistiin fizikokimyasal
ozellikleri sayesinde tip bilimlerinde en ¢ok tercih edilen NP’lerdir. Demir oksidin
manyetik tepkisinin kararhiligi, oksidasyona karsi direngli olmasina dayanmaktadir.
Ayrica boyut kontroliiniin yapilabilir olmasi, kaplamalar araciligryla agregasyonun
Onlenebilmesi, spesifik etkilesim ve dagilim gibi 6zelliklerin tiim{i demir oksit MNP leri
diger metal NP’lere kars1 tistiin kilmaktadir. Demir oksit MNP’ler, manyetik rezonans
goriintiilemede kontrast madde ajani olarak, ila¢ dagitimda tasiyici olarak ve protein
saflastirma gibi bir¢ok alanda siklikla kullanilmaktadir. (Tran ve Webster 2010,
Coricovac vd. 2017, Malhotra vd. 2020).

MNP’lerin gesitli alanlarda ve siklikla kullanilmalart MNP’lerin toksisitesinin
arastirilmas1 ve belirlenmesi oncelikli hedef haline getirmistir. Ozellikle MNP’lerin
potansiyel toksisitelerinin, boyut, sekil, yapisal ozellikler, yiizey modifikasyonlari,
konsantrasyon, biyouyumluluk, ¢6ziinebilirlik, immiinojenite ve farmakokinetik gibi
oldukga fazla faktorden etkilenebildigi diisiiniildiigiinde toksikolojik ¢alismalarin 6nemi
gittikce artmaktadir (Malhotra vd. 2020).

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda metalik-MNP’ler olan FezOs NP,
CoFe204 NP, MnFe204 NP ve NiFe204 NP’lerinin olasi genotoksik potansiyelleri in vivo
test sistemleri olan Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART) ve Drosophila hemositlerinde Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforezi Testi
(KOMET) yontemleriyle arastirilmasi amaglanmugtir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji veya nanobilim kavramlari, “nano’’ diizeyde gelistirilen arastirma
ve bu arastirmalardan tiiretilmis uygulamalari temsil etmektedir. Bu kavramlar igerisinde
yer alan “nano’’ifadesi Yunancada cilice anlamima gelen ‘’nanos’” kelimesinden
tiiretilmistir ve bir metrenin milyarda biri olarak ifade edilmektedir. Hidrojen atomunun
0.25 nm’lik bir elektron yoriinge dizgesine sahip oldugu diisiiniildiiglinde, nanoteknoloji
alanmin aslinda molekiiler ve atomik diizeyde yer aldigi sonucuna ulasilmaktadir
(Gavrilescu vd. 2018).

“Nanoteknoloji” teriminin tarihsel olarak ilk kullanimi ve ortaya ¢ikis1 ise Nobel
odilli bilim insam1 Richard P. Feynman tarafindan Amerikan Fizik Dernegi Yillik
toplantisinda gergeklestirdigi sunumla miimkiin olmustur (Feynman 1960; Khan vd.
2019). Bu gelismeyi takiben bu alanda devrimsel gelismeler meydana gelmis ve nano
Olcek diizeyinde cesitli malzemelerin iiretilmesinin 6nii a¢ilmistir (Khan vd. 2019).
Nanopartikiiller (NP’ler) olarak tanimlanan bu nanoteknoloji tirtinlerinin, bir boyutunun
en az 100 nm’den kii¢iik olmas1 gerekmektedir (Laurent vd. 2008).

Nanoteknolojinin bu sekilde ortaya c¢ikisinin ardindan bu kavram iizerindeki
arastirmalar hiz kazanmis ve son yillarda diinya capinda arastirmacilarin yakindan
ilgilendigi, NP’lerin essiz Ozelliklerinin ve uygulamalarinin kesfedildigi bir caligma
konusu haline gelmistir (Dubey vd. 2015). Nanoteknolojide gergeklesen yenilikler,
biyoloji ve tip bilimlerinde yer alan yeni uygulamalar1 son yillarda 6nemli Olciide
arttirmigtir (Schladt vd. 2011). Hatta baz1 nanotip uygulama {iriinleri Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve bazilarinin da
onay almak i¢in gerceklestirilen caligmalarda sona yaklagsmis olduklar1 bilinmektedir
(Anselmo ve Mitragotri 2019).

Nanoteknoloji kavraminin ortaya konulmasindan itibaren gegen yarim asirlik bir
zaman diliminde nanoteknoloji, Onemli endiistriyel uygulamalar, farmasotik
uygulamalar, tanisal biyosensorler, ilag dagitim sistemleri ve goriintiileme problar1 gibi
tibbi cihazlar iizerinde dikkatte deger bir etki olusturmayr basarmistir. Fakat
nanoteknolojinin bu sekilde oldukga sik kullanilmaya baslanmasi insanlarin NP’lere olan
maruziyetini kaginilmaz bir hale getirmistir (Hulla vd. 2015).

2.2. Nanopartikiiller

Avrupa Birligi Resmi Gazetesi (EU) NP’leri dis boyutlarindan en az birinin 1-100
nm araliginda ve hacimce belirli bir yiizey araliginin ise 60 m? cm ‘ten biiyiik olan dogal
veya sentetik kokenli olabilen nesneler olarak tanimlanmistir (Gavrilescu vd. 2018).
NP’ler viicuda inhalasyon, enjeksiyon, dermal yol ve sindirim kanal1 gibi ¢ok farkli
yollarla girebilmektedir. Viicuda alinan NP’lerden bazilar1 bozunma iglemi olmadan
metabolize edilebilmektedir veya viicuttan atilabilmektedir. Ancak atilamayan ve doku
ve organlarda biriken NP’ler cesitli komplikasyonlara yol agabilecek yan {iriinler
olusturabilmektedirler (Oberddrster vd. 2005).
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NP’ler farkli kriterlere gore siniflandirilabilmektedirler. Bunlar; kokenlerine gore;
dogal ve antropojenik, boyutlarina gore; 1-10 nm, 10-100 nm ve 100 nm’den biiyiik
olanlar ve kimyasal bilesenlerine gore; inorganik maddeler, organik maddeler ve
elementler seklindedir (Strambeanu vd. 2015). NP’ler sentetik olarak/laboratuvar
kosullarinda sentezlenmelerinin yani sira dogada da yaygin olarak bulunabilmektedir.
NP’lerin dogal kaynaklar1 arasinda volkanik kiil, ¢6l tozlari, aerosoller 6rnek olarak
verilebilmektedir (Bernhardt vd. 2010; Strambeanu vd. 2015). Hem dogal hem de
antropojenik kokenli NP’ler, farkli cevresel matrislerde (hava, su, camur, tortu ve toprak),
olas1 birikimle (6zellikle toprakta, ¢camurda ve su havzalarinda) bulunabilmektedirler.
Bitkiler; kokler, govdeler ve yapraklar ile cevresel matrislerle dogrudan etkilesime
girerek diger canli organizmalara kiyasla NP kontaminasyonundan daha fazla
etkilenebilmektedir (Giorgetti 2019). Bitkiler tarafindan bu kadar kolay alinabilmesi ise
gerek ekolojik gerekse besin zinciri yolu ile diger canlilarin etkilenebilmesi bakimindan
ayr1 bir 6nem arz etmektedir. Amerikan Cevre Koruma Orgiitii (USEPA)’ne gére NP’ler
4 farkl baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar; karbon bazli NP’ler, metal bazli NP’ler,
dendrimerler ve nanokompozitlerdir. Metal bazli nanomateryaller kuantum noktalari,
nano altin, nano giimiis ve titanyum dioksit gibi metal oksitleri bulundurmaktadir. Ayrica
metal bazli NP’ler, manyetik nanopartikiilleri (MNP’leri de kapsayan bir siniftir (USEPA
2007).

NP’ler plasenta, kan-beyin bariyeri gibi viicudun kritik 6neme sahip engellerini
de asabilmektedir (Sonavane vd. 2008; Muoth vd. 2016). Nikleus porlarindan
gecebilecek kadar kiigiik olan NP’ler DNA’ya zarar verebilmektedir (Singh vd. 2009;
Behzadi vd. 2017). Ek olarak partikiillerden salinan metal iyonlar1 hiicre ve organel zar
sistemlerine zarar vererek hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina ve yikict enzimlerin agiga
c¢ikmasina neden olabilmektedir (Karlsson 2010). Bunun yani sira NP’ler hiicre
dongiisiinde gorev alan proteinleri etkiyebilmekte, oksidatif hasar yaratabilmekte ve
hiicrenin antioksidan dengesini bozabilmektedir (Carmona vd. 2015, 2016). Abudayyak
vd.’nin (2017a) insan hepatom hiicreleri, 6liimsiiz insan kolorektal adenokarsinom
hiicreleri, adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiireleri ve ndéroblastom hiicreleri
(HepG2, Caco-2, A549, SH-SYS5Y) gibi bazi memeli hiicrelerinde kobalt ferrit NP
maruziyeti sonucunda doza bagli olarak artan lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres artisi
tespit etmislerdir. Ahamed vd. (2011) nikel ferrit NP’lerinin A549 hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirleri (ROS) kaynakli oksidatif strese neden oldugunu belirlemislerdir. Cinko
ferrit NP’lerinin 3 farkli hiicre hattinda (A549, A431 ve HepG2) doza bagl olarak
oksidatif streste artisa neden oldugu saptanmistir (Alhadlaq vd. 2015). Ansari vd. (2019)
Wistar sicanlarinda FesO4 NP’lerinin (Demir (II, III) oksit veya magnetit NP’leri) MDA
(Malondialdehit) ve ROS seviyelerinde artisa neden oldugunu gozlemislerdir. Ayrica
nanomateryalerin genel olarak oksidatif hasar yoluyla hiicre 6liimiine neden olabilecegi
bilinmektedir (Fréhlich vd. 2009). Nanoboyutlu metal kontaminantlara sahip
materyallerin kullaniminin giderek yayginlagsmasi bu iirlinlerin potansiyel toksisitesi i¢in
endise yaratmaktadir. NP’ler oksidatif hasara neden olabilmekte ve bunun sonucunda
proteinlerin oksidasyonuna, lipid peroksidasyonuna ve DNA zincir kiriklarinin
olusumuna sebep olabilmektedir (Sekil 2.1) (Huang vd. 2010).
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Sekil 2.1. NP’lerin indiikledigi oksidatif stres ve yol agtig1 hasarlar (Huang vd. 2010)

NP’lerin iistiin fizikokimyasal 6zellikleri nedeni ile giinliik hayatimizda bir¢cok
alandaki kullanimlar1 giderek yaygimlasmaktadir. Bu baglamda, NP’lere maruz kalinmasi
sonucunda toksik, genotoksik ve/veya karsinojenik etkiler meydana gelebilmektedir.
NP’ler oksidatif hasara neden olabilmekte ve dolayli olarak DNA’da hasar
yaratabilmektedir. Bunun yaninda yeterince kiiclik NP’ler niikleus porlarindan gecerek
DNA’ya ulasabilmekte ve direkt olarak zarar verebilmektedirler (Singh vd. 2009). Ek
olarak niikleus porlarindan gegemeyecek kadar biiyiik NP’ler mitoz evresindeki bir
hiicreye giris yaptiginda genetik materyal ile direkt olarak temas kurabilmekte ve hasar
yaratabilmektedir (Karlsson 2010).

2.3. Manyetik Nanopartikiiller

Nanoteknoloji alaninda gerceklesen yeniliklerle birlikte MNP  kullanimi
biyomedikal bilimlerde de yer almaya baslamistir (Zhang vd. 2008). inorganik NP’ler
iiretimi malzeme bilimi alaninda biiyiik ilgi gérmektedir. Tiim inorganik nanopargaciklar,
cok islevli olacak sekilde yiizey modifikasyonlari ile birlikte islevsellik kazanabilir ve
boylece ilag dagitiminda bir dokunun hedeflenmesinde ve goriintiileme uygulamalarinda
kullanilabilir (Demirbag vd. 2011). inorganik NP’lerin sentezlenmesinde meydana gelen
artis, MNP’lerin sentezlenmesini saglamis ve MNP lerin nanoteknoloji alanina yeni bir
nanomalzeme smifi olarak girisini kolaylastirmistir. (Solanki vd. 2016). Giinlimiizde
iiretilen ve c¢esitli alanlarda kullanimi1 olan MNP’ler i¢in demir oksit, kalsiyum fosfat,
altin, karbon malzemeler, silikon oksit, kadmiyum selenid ve ¢inko selenid 6rnek olarak
verilebilir. Manyetik materyallerin biyolojik ortamda kullanimi1 1960’11 yillarda Heinz
Lowenstam ile baslamis olup, gilinlimiizde ila¢ tasima sistemlerinde, kontrast
goriintiilemede, hipertermi tedavilerinde, teranostik uygulamalarda, hiicre ayrigtirmada
ve biyosensorlerde kullanilmaktadir (Kettering vd. 2009; Ghazanfari vd. 2016; Arias vd.



KAYNAK TARAMASI A. Y. KURSUN

2018; Ansari vd. 2019; Katz 2019). boyutlari, fizikokimyasal ve manyetik 6zellikleri,
onlar1 harici manyetik alan gradyanlari ile hedeflenen terapétik alanlara yonlendirilmeye
ve lokalize edilmeye ve hipertermi ile kanser tedavisinde kullanilmaya uygun hale
getirmektedir. Bu gibi avantajlar1 sayesinde MNP’lerin, ila¢ dagitimi ve cesitli
hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici adaylar olarak goriilmesini saglamistir (Liibbe vd.
1999; Dandamudi ve Campbell 2007; Jiang vd. 2019). Ornegin MNP’ler, kanser tedavisi
icin apoferritin icine kapsiillenmis doksorubisin (antineoplastik aktiviteye sahip bir
antrasiklin antibiyotik) i¢in ila¢ tasiyicist olarak kullanilmistir (Blazkova vd. 2013).
Ferrit/demir NP’leri (FeNP) ilk olarak 1986°da karaciger goriintiilemede kontrast ajani
olarak kullanilmistir. Bu tarihten itibaren gelismis biyouyumluluk, hedefleme yetenegi ve
ylizey islevselligine sahip yeni MNP’ler gelistirilmistir (Yang vd. 2010).

MNP’ler 100 nm’den kii¢iik ve harici bir manyetik alanin etkisi ile manipiile
edilebilen bir miihendislik iiriiniidiir. MNP’ler genellikle demir, nikel, kobalt gibi
manyetik elementlerden ve bunlarin magnetit (Fe3s04), maghemit (*-Fe203), kobalt ferrit
(Fe2C004) ve krom dioksit (CrO.) gibi oksitlerinden olusmaktadir (Shahri 2020).

Ozellikle manyetik ilag hedefleme (MIH) alaninda genis bir kullanim alanina
sahip olan MNP’ler, terapotik maddelerle kaplanarak kan damarlarina enjeksiyonlari
saglanir. Daha sonra harici olarak uygulanan bir manyetik alanla belirli hedeflere
yonlendirilirler (Sekil 2.2). Bu islem terapdtik konsantrasyonlarinini diigiik tutarak
tedavinin yan etkilerini azaltir ve terapinin hedeflenen anormal dokularda yogunlagmasini
saglamaktadir (Lunnoo ve Puangmali 2015). Manyetik olarak duyarh ila¢ tasiyicilari,
manyetit (Fe3s04) veya maghemit (Fe203) olabilmektedir (Leslie-Pelecky ve Rieke 1996).
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Sekil 2.2. Manyetik ila¢ Hedefleme. (Lunnoo ve Puangmali 2015). (Fm = Manyetik
cekim kuvveti, FD=Viskoz bir siv1 i¢erisinde hareket eden kiiclik bir cisme uygulanan
stirtiinme kuvveti, D=Partikiil boyutu)
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[lag yiiklii tastyici tipik olarak bir manyetik ¢ekirdek ve biyo-uyumlu bir kaplama
malzemesinden olusur. Manyetik c¢ekirdek FesOs4, Fe2O3 veya Fe gibi farkh
malzemelerden yapilmaktadir. Kaplama malzemeleri Au, PEG (Poli etilen glikol) veya
SiO.'dir. Partikiillerin biyokinetigine bagl olarak, ¢ap1 10-200 nm arasinda degisen bir
ilag tasiyici, in vivo uygulama igin optimaldir, kiicik partikiillerin (D <10 nm)
bobreklerden atilmasi yolu ile kagarken, biiytik olanlar (D> 200 nm) dalak ve karacigerin
retikiiloendotelyal sistemi tarafindan tutulmaktadir (Shubayev vd. 2009).

Yiiksek gecirgenlige sahip tiimor dokulart saglikli dokulara gore daha yiiksek
MNP tutma kapasitesine sahiptir. MNP’ler pasif hedefleme (tiimorlii ve saglikli soku
arasindaki anatomik ve fizyolojik farkliliklara dayanir) ve aktif hedefleme (tliimor
hiicresine spesifik ligandlara baglanabilir) mekanizmalar1 araciligi ile kontrast
goriintiileme ajan1 olarak kullanilmaktadir. Boylece tiimorlii doku ile normal doku ayirt
edilebilmektedir (Erdogan 2018). Kemoterapdétikler ciddi yan etkiler gosterebildiginden,
timor dokularinda bulunan ligandlara 6zel olarak baglanabilen MNP’ler araciligi ile
dogrudan hedef dokuya ulagmasi saglanmaktadir (Danhier vd. 2010). Hipertermi kanser
hiicrelerinin sicakliginin 41-45°C’ye ¢ikarildigi normal hiicrelerin ise etkilenmedigi ilgi
cekici bir kanser terapi metodudur. FeNP’ler dogal manyetik 6zellikleri nedeniyle bu
uygulamalar i¢in uygun bir aday olarak goriinmektedir. Kan akisina giren MNP’ler
hedeflenen bolgeye ulagmakta, hiicreler tarafindan alinmakta ve sicakligi yiikseltmektedir
(Karunamoorthi vd. 2014). Bu islemler normal dokuya zarar vermezken timor
hiicrelerinin apoptotik veya nekrotik yikiminin baslatilmasi saglanabilmektedir (Mariani
vd. 2012).

Insanlarm 6zellikle metal bazli NP’lere maruziyeti, NP’lerin dogal olarak ortaya
ciktiklart su, hava ve NP’lerle kontamine olmus gida {iriinlerinde bir kirletici madde
olarak bulunmalar1 veya bu NP’lerin antropojenik faktorlerdeki giderek artan kullanimi
nedeniyle 6nemli 6l¢giide artmaktadir (Mahmoud vd. 2016). Organizmalar NP’leri farkl
sekillerde biinyelerine alabilir ve NP’ler organizmada zararh etkilerini gosterebilir, fakat
NP’lerin olas1 zararini etkilen 6nemli faktorler; NP’lerin yiizey kaplamasi, boyutu ve
yapisidir (Bhatt ve Tripathi 2011; Baker vd. 2014). Nanoboyutlu metal kontaminantlara
sahip materyallerin Kkullanimmin giderek yayginlagsmasi bu {iriinlerin potansiyel
toksisitesi i¢in endise yaratmaktadir. NP’ler oksidatif hasara neden olabilmekte ve bunun
sonucunda proteinlerin oksidasyonuna, lipid peroksidasyonuna ve DNA zincir
kiriklarinin olusumuna sebep olabilmektedir (Huang vd. 2010). Ek olarak partikiillerden
salinan metal iyonlar1 hiicre ve organel zar sistemlerine zarar vererek hiicre biitiinliigiiniin
bozulmasina ve yikici enzimlerin agiga ¢ikmasina neden olabilmektedir (Karlsson 2010).
Bunun yani sira NP’ler hiicre dongiisiinde gorev alan proteinleri etkiyebilmekte, oksidatif
hasar yaratabilmekte ve hiicrenin antioksidan dengesini bozabilmektedir (Carmona vd.
2015, 2016).

MNP’lerin potansiyel toksik etkilerinin arastirildigi in vitro ve in vivo ¢alismalar
MNP’lerin zebra balig1, ¢esitli hiicre kiiltiirleri, tavuk ve sigcanlarda mitokondriyal hasar,
DNA hasari, hiicre 6liimii gibi toksik etkilere neden olabilecegini ortaya koymustur (Sekil
2.3) (Malhotra vd. 2020). NP’lerin biyomedikal uygulamalar i¢in bu sekilde yaygin
kullanimlari, MNP’lerin ¢esitli yollardan insanlara ve ¢evresine daha fazla maruziyeti ile
sonuglanmistir. MNP lerin toksik etkilerinin analizi bu nedenle ¢ok 6nemlidir (Jacob vd.
2016).
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Sekil 2.3. In vivo Ve in vitro arastirmalara gére MNP’lerin potansiyel toksik etkileri
(Malhotra vd. 2020)

Nanoteknoloji endiistrisi yeni malzemeler ve kompozitlerin gelistirilmesinin yani
sira, hali hazirda bulunan NP’lerin islevselliginin artirilarak yeni fonksiyonlarin
kazanilmasini saglamaktadir. FeNP’lerin fonksiyonelligini artirmak amaciyla polimer
veya siirfaktan tabakalar, inorganik metaller ve oksit yiizeyler eklenerek modifikasyonlar
yapilmaktadir. Uygun yiizey Ozelliklerine sahip manyetik nanoparcaciklar hem in vitro
hem de in vivo ortamda potansiyel uygulamalara sahiptir (Ma vd. 2007). Kimyasal
stabiliteye sahip manyetik FeNP’ler manyetik rezonans goriintiilemede, ila¢ salinim
sistemlerinde, hipertermi tedavilerinde hiicre ayrigtirma/hiicre etiketleme gibi
biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Yin vd. 2005; Ionita ve Covaliu 2011;
Ionita vd. 2012). Demirin kristal poliformlari arasinda biyouyumlulugu en yiiksek olan
tiir magnetittir (FesO4). 200 nm’den biiylik partikiiller dalak tarafindan tutulabildiginden
ve 10 nm’den kii¢iik partikiiller de bobrek tarafindan uzaklastirilabildiginden klinik
uygulamalarda 10-200 nm arasindaki biiyiikliiklerdeki MNP’ ler tercih edilir (Mamani vd.
2014).

2.4. Demir oksit (FesO4) Nanopartikiilleri

FeNP manyetik 6zellige sahip olmasindan dolay1 ilag tasinimi, doku miihendisligi,
biyomedikal ve ¢esitli tedavi yontemlerinde kullanilmaktadir (Naqvi vd. 2010). Ozellikle
timor hiicrelerinde 1s1y1 kontrol ederek, hasarli dokuda segici apoptozis yapilmasinda
FeNP’lerden yararlanilmaktadir (Saygili 2015). Bunun yaninda atik sulardan agir
metallerin giderilmesi gibi cevresel uygulamalarda da manyetik 6zellige sahip FeNP
kullanilmaktadir (Tunca 2015; Gutierrez vd. 2017). FeNP’lerinin bu yaygin ve genis
kullanim alan1 ¢evre ve insan saghigi agisindan endise yaratmaktadir. FeNP’lerinin
toksisite mekanizmalarinin siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit
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gibi reaktif oksijen tiirleri olusumundan kaynaklandig: belirtilmektedir (Liu vd. 2013).
Bunun yaninda membran biitiinliigliniin bozulmasina, lipid peroksidayonuna ve DNA
hasarina da sebep olabilmektedir (Arias vd. 2018) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. FeNP’lerinin toksisite mekanizmalar1 (Arias vd. 2018)

Onemli bir MNP olan Fe3Os-NP’leri, manyetik ila¢ dagitimi, atik su aritma ve
giibreler gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, FesOs-NP’lerinin hizla
artan uygulamasiyla, iretimleri ve kullanimlar1 sirasinda kitlesel sizintilar yoluyla
cevrenin potansiyel olarak kirlenmesine iliskin endiseleri arttirmaktadir (Pankhurst vd.
2003; Luo vd. 2020). Bu nedenle son zamanlarda Fe3Os-NP’lerinin toksisitesinin
aragtirtlmasi hiz kazanmigtir. Lu vd. (2020) Saccharomyces cerevisiae’yi kullanarak
yapmis olduklar1 ¢aligmada, FesO4-NP’lerinin 326.66 mg/L’lik bir IC50 degeri ile hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Ayrica mortalitenin,
konsantrasyona bagl bir sekilde artis gosterdigini ve FesOs- NP’lerinin hiicre yiizeylerine
kuvvetli bir sekilde baglanarak hiicre deformasyonuna neden oldugunu tespit etmislerdir.
Peng vd. (2018) ayn1 model organizma kullanarak gergeklestirdikleri ¢alismada Fe3Os-
NP’lerinin S. cerevisiae biiylimesini engelledigini fakat bu inhibe edici etkinin plazma
membran hasari, hiicre duvari hasar1 ya da ROS birikiminden bagimsiz olarak
gerceklestigini ortaya koymuslardir.

2.5. Nikel ferrit (NiFe204) Nanopartikiilleri

Nikel (Ni), alasimlarin tiretiminde, elektrik elektronik sanayi ve gesitli endiistri
alanlarinda kullanilmakta ve daha ¢ok mesleki maruziyete sebep olmaktadir (Dumala vd.
2017). Baz1 hayvan tiirlerinin gelisimsel donemde esansiyel olan Ni artan endiistri
faaliyetleri sonucunda agiga ¢ikmakta ve insanlar i¢in kanserojen olarak kabul edilen
metallerden bir tanesidir (Kong vd. 2014). Ni oda sicakliginda manyetik 6zellikler
sergiledigi i¢in biyolojik agidan ilgi ¢ekici bir metal olarak kabul edilir. Bununla birlikte,
toksisitesi ve yliksek reaktivitesi, saf Ni-NP’leri biyomedikal uygulamalar i¢in uygun
yapmamaktadir. Ni-NP’lerin bir silika kabuk ile kaplanmasi veya NiFe,O4-NP’lerinin
kullanilmas1 onerilmistir. NiFe2O4-NP’lerinin genellikle HeLa (insan serviks hiicreleri)
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hiicreleri i¢in kobalt (Co) veya cinko (Zn) ferritlerden daha az sitotoksik oldugu
bilinmektedir (Rodriguez vd. 2015). NiFe;Os-NP’lerinin partikiil boyutunun ve yiizey
kaplamasinin Neuro-2A (fare blastoma hiicre hatti) hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik
etkisinin incelendigi bir ¢alismada bu faktorlerin hiicre canliliklarinda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklige neden olmadigi, fakat partikiil sayisindaki artisin sitotoksisite
artisina neden oldugunu tespit etmislerdir (Yin vd. 2005). Ayrica NiFe2Os-NP’lerinin
insan eritrositlerinde ve mononiikleer periferik kan hiicrelerinde yapilan in vitro bir
calismada, NiFe2O4-NP’lerinin kirmizi kan hiicrelerini hemolize ugratma oraninda,
toplam protein igerigi Olclimlerinde, ayrica katalaz ve glutatyon-S-transferaz
aktivitelerinde bir degisiklige neden olmadig1 gosterilmistir (Martinez-Rodriguez vd.
2019). Ahamed vd. (2015) NiFe2O4-NP’leri ile yapmis olduklari ¢alismada ise NiFe2Os-
NP’lerinin, HepG2 (insan kareciger kanser hiicre hatt1) ve MCF-7 (insan meme kanseri
hiicre hatt1) doza bagli bir sitotoksisite gdzlemlemislerdir. Insan akciger epitel
hiicrelerinde (A549) NiFe;Os- NP’lerinin (26 nm boyutunda) ROS olusumu ve bir
antioksidan olan glutatyon tiikenmesiyle oksidatif stresi uyardigi da gosterilmistir
(Ahamed vd. 2011). Nas ve Colak (2020) gergeklestirmis olduklar1 ¢aligmada NiFeOs-
NP’lerinin D. melanogaster iizerindeki genotoksik etkisini Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon (SMART) testi ile aragtirmislardir. Caligma sonucunda NiFe2Ogs-
NP’lerinin  200pg/mL’lik  konsantrasyonunun genotoksisiteyi indiikledigini tespit
etmislerdir. Insan eritrositleri Ni-Fe;Os, Zn-Fe;O4 ve FesOs’e 50, 100 ve 200 pg/mL
dozlarma 1 saat maruz birakilmis, Zn-Fe>O4 ve FesO4 glutatyon S transferaz aktivitesini
artirmis, hiicre canliliginda tiim uygulamalarda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir
(Martinez-rodriguez vd. 2019). NiFe2O4 NP insan akciger hiicre hattt (A549)’nda doza
bagl olarak artan sitotoksisiteye ve p53 ve apoptotik proteinlerin (bax, kaspaz-3 ve
kaspaz-9) ifadesinde artisa antiapoptotik proteinlerin (survivin ve bcl-2) ifadesinde
azalmaya neden olmustur. Tomitaka vd. (2009) Ni-Fe2O4 ve Fe3O4 sitotoksisitesini HeL.a
(insan servikal kanser hiicre hatti) hiicrelerinde arastirmislar ve FesO4 (10-500 mg/ml)
sitotoksik etki gostermezken Ni-Fe,O4 (10-500 mg/ml) doza bagli olarak artan sitotoksik
etki gdstermistir. /n vitro ve in vivo calismalara bakildiginda demir oksit NP’lerinin
hiicrelerde oksidatif stresi ve apoptozu artirdigi belirtilmistir (Stroh vd. 2004; Apopa vd.
2009; Zhu vd. 2010).

2.6. Kobalt ferrit (CoFe2O4) Nanopartikiilleri

Kobalt (Co) elektrik-elektronik, otomotiv ve havacilik sektorlerinde kullanilan
alagimlarda koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira ¢elik, boya, petrol, cam
ve seramik sanayinde de yaygin kullanilmasi bu alanda ¢alisan iscilerde kronik Co
maruziyeti nedeni ile solunum yolu hastaliklari, hormonal diizensizlikler, astim ve kanser
gibi rahatsizliklara neden olmaktadir (Martin vd. 2010; Magaye vd. 2012; Cavallo vd.
2015; Zeng vd. 2016). Co tabanli NP’ler, sensorler, katalizorler, pigmentler ve
manyetizma ve enerji depolama cihazlar1 gibi farkli teknolojik {iriin tiirlerinde kullantlir.
CoFe204-NP'ler, orta derecede miknatislanma, fiziksel ve kimyasal stabiliteye sahip, iyi
bilinen bir sert manyetik malzemedir (Abudayyak vd. 2017a). Bu 6zellikleri CoFe20O4-
NP'lerini biyotipta ilag¢ tastyicilar1 olarak, kanser tedavisinde hipertermi tedavileri olarak
ve manyetik rezonans goriintiilemede kontrastin arttirilmasi gibi alanlarda da yaygin
kullanilmasini saglamistir (Di Guglielmo vd. 2010; Amiri ve Shokrollahi 2013).

CoFe;04-NP (ortalama 40nm) akut maruziyetinin zebra baligi embriyolari
tizerinde doza bagl gelisimsel toksisite, metobolizmanin asag1 regiilasyonu ve apoptoza
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neden oldugu bilinmektedir (Ahmad vd. 2015). Solanum lycopersicum bitkileri tizerinde
yapilan bir arastirma, CoFe204-NP'nin 1000mgL’lik konsantrasyonuna kadar
toksisitenin tolere edebilebildigi gosterilmistir (Lopez-Moreno vd. 2016). NRK-52E
hiicrelerinde (sigan bobrek hiicreleri) CoFe;Os-NP'lerinin (39+17nm) etkisini arastiran
bir ¢alismada, CoFe204-NP maruziyetinin 6nemli 6l¢lide DNA hasarina yol agtig1 tespit
edilmistir (Abudayyak vd. 2017a). Colognato vd. (2007) farkli boyutlardaki (5.6 nm,
10pum ve 120pum) CoFe20s sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirmiglar ve 5.6 nm’nin
anlamli sitotoksisite ve genotoksisiteye, 10nm’nin anlamli genotoksik etkiye sahip
oldugunu belirlemislerdir. 120pum’da anlamli sitotoksik veya genotoksik etki
belirlenmemistir. CoFe304 sitotoksik ve genotoksik etkileri MCF-10A (normal meme
hiicre hatt1) ve MDA-MB-231 (metastatik meme kanser hiicre hatt1)’de incelenmis, 4 ve
24 saatlik uygulamalarda doza (15-500 pg/mL) bagli olarak artan sitotoksisite ve
genotoksisite gdzlenmistir (Asik vd. 2016). Bu calismalara ek olarak cesitli hiicre
hatlarinda CozFe2QOj4 sitotoksik, embriyotoksik ve genotoksik etkileri Horev-Azaria vd.
(2013) tarafindan arastirilmig ve yliksek konsantrasyonlardaki Co-FeNP’lerin hiicre
icinde par¢alanmaya ugradig1 ve Co iyonlarinin salindigi bunun da sitotoksisite ile iligkili
olabilecegi bildirilmislerdir (Marmorato vd. 2011). Pershina vd. (2011) Co2Fe204’iin
DNA’nin fosfat gruplar1 ve oksijen atomlari ile baglanti kurdugunu, Ahmad vd. (2016)
ise CozFe204’tlin ROS iiretimine neden oldugunu gostermistir.

2.7. Manganez ferrit (MnFe2O4) Nanopartikiilleri

Mangan (Mn) NP’lerinin son yillarda atik su aritiminda, sensorlerde, bataryalarda
ve kataliz iglemlerinde ve manyetik rezonans goriintiillemede, metaliirji alaninda demir-
celik tiretiminde kullanimi giderek artmaktadir. MnNP gerek iiretim gerekse kullanim
alanlarinda isc¢ilerin temel maruziyet yolu solunumdur. Fizyolojik kosullarda Mn
metalloenzimlerin bir bileseni ve bir enzim aktivatorii olarak islev géormektedir, cok
cesitli dokularda bulunabilir ve hiicrede yogunlukla mitokondride bulunmaktadir (Mauro
vd. 2018). Mn norotoksisitesi Parkinson hastaligi ile iliskilendirilmistir, ayrica bu metale
asir1 maruz kalma hipokampusta hasara neden olmaktadir (Erikson ve Aschner vd. 2003;
Katsnelson vd. 2015). Akut Mn toksisitesi sonucunda manganizm denilen bir hastalik
ortaya cikmaktadir. Baslangigta sizofreniye benzeyen psikiyatrik bozukluklar ile
karakterize olup hiperaktivite, duygusal dengesizlik ve iskelet-kas sistemi rahatsizliklar
ile devam etmektedir (Tomitika vd. 2011; Sanchez-Betancourt vd. 2012; Long vd. 2015).
Ferrit NP’lerden 6zellikle MnFe204 yiiksek termal stabiliteye sahip oldugundan genis
sicaklik araliginda cesitli iiretim faaliyetlerinde kullanilmaktadir (Malakootikjhah vd.
2018).

MnFe;04-NP’leri, Mn*2 iyonlarinin varligi, ayarlanabilir manyetik ozellikleri,
yuksek gecis sicakligi ve oda sicakligi uygulamalari igin sahip olduklar1 kimyasal stabilite
ve dogal biyouyumluluklar1 nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde
MnFe>O4-NP’lerin kanser termoterapisinde ve MR (manyetik rezonans) goriintiilemede
yeni bir kontrast madde ajani olarak kullanim alanlar1 vardir (Islam vd. 2020). Heniiz bir
sitotoksite veya genotoksite arastirmasina rastlanilmamastir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasi ile tip alaninda oldukga sik kullanilan NP’ler olan
Fe304-NP, CoFe204-NP, MnFe204-NP ve NiFe20s-NP’lerin Drosophila Kanat Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Test (SMART) yontemiyle mutajenik ve rekombinojenik
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potansiyelleri, Drosophila hemositlerinde Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforezi (KOMET)
yontemiyle de primer DNA hasarina yol agma potansiyelleri in vivo olarak arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan propiyonik asit (CAS No: 79-09-4), gliserol (CAS
No: 56-81-5), orto-fosforik asit (CAS No: 1664-38-2), gum arabik (CAS No: 9000-01-
5), sodyum hidroksit (NaOH) (CAS No: 1310-73-2), kloral hidrat (CAS No: 302-17-0),
etilendiamin tetraasetik asit (Na;EDTA)(CAS No: 60-00-4), Trizma Base BioUItra (CAS
No: 77-86-1), sodyum hidrokloriir (NaCl)(CAS No: 7647-14-5), fosfat tamponu
(PBS)(CAS No: 7647-14-5), etidyum bromiir (EtBr)(CAS No: 1239-45-8), Triton-X
(CAS No: 9036-19-5), Feniltiyoiire (CAS No: 103-85-5), Sarcosine (CAS No: 107-97-1)
Sigma Aldrich; Normal melting Agar (NMA)(CAS No: 9012-36-6), Low melting Agar
(LMA)(CAS No: 9012-36-6) AppliChem firmalarindan satin alinmstir.

Tez calismasi kapsaminda genotoksik potansiyelleri arastirilan FesOs NP (CAS
No: 1317-61-9), NiFe2O4 NP (CAS No: 12168-54-6), CoFe,O4 NP (CAS No: 12052-28-
7) ve MnFe;0O4 NP’leri (CAS No: 12063-10-4) NANOGRAFI (ODTU Teknokenti-
Ankara) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Nanopartikiil Karakterizasyonu
3.2.1. SEM goriintiileme analizi

NP’lerin fiziksel 6zellikleri, karakterizasyonu ve konsantrasyonu hakkinda bilgi
edinilmesi amaciyla mibroskobik goriintiileme sistemleri, kromatografik ve
spektroskopik yontemler gibi birgok analitik yontem vardir (Daglioglu ve Yilmaz 2018).
Taramal1 elektron mikroskobisi (SEM), analizi gergeklestirilen NP’lerin yiizey
ozellikleri, sekli ve boyutu gibi morfolojik 6zellikleri, bilesimini, tanelerin
oryantasyonunu ve kristalografik 6zellikleri gibi bircok bilgi vermektedir (Akhtar vd.
2018). Bu ¢alismada kullanilan Fe3Oa, NiFe204, CoFe;04 ve MnFe204 NP’lerinin SEM
goriintiilemeleri hizmet alimiyla JEOL marka 6400 model SEM cihazi ile Ulusal
Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM-Bilkent Universitesi- Ankara) tarafindan
yapilmistir.

3.2.2. PSD analizi

Calisma kapsaminda kullanilan Fe3O4s, NiFe2O4, CoFe204 ve MnFe,O4 NP’lerinin
Partikiil Boyut Dagilim (PSD) analizleri hizmet alimiyla Partica marka LA-960V2 model
cihaz ile NANOGRAFI (ODTU Teknokenti- Ankara) firmasi tarafindan yapilmustir.

3.3. Drosophila melanogaster

Meyve veya sirke sinegi olarak isimlendirilen, diptera ordosuna ait tam
baskalasim (holometabol) gdsteren Drosophila melanogaster 100 yildan fazla siiredir
modern ve klasik genetik calismalar dahil bir¢ok ¢alismada siklikla kullanilan bir model
organizmadir. D. melanogaster diploid bir organizmadir ve dort ¢ift kromozom
tagimaktadir (Graf vd. 1992; Rothwell 1993; Yamaguchi ve Yoshilda 2018). Genetik
yapist disinda hizli bir yasam dongiisiine sahip olmasi, verimli bir ¢iftlesmeyle kisa bir
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slire igerisinde yiizlerce yavru verebilmesi gibi yiliksek lireme potansiyeli, kolay bir
sekilde kiiltiire edilebilir olmasi Drosophila’yr kemirgen model organizmalardan daha
tistlin kilmaktadir. Ek olarak Drosophila’nin gelisim evreleri olan yumurta, larva, pupa
ve ergin evrelerinin kolaylikla takip edilebilir olmasi bu organizmay: iyi bir model
organizma yapan Ozelliklerini destekler niteliktedir (Alaraby vd 2016; Yamaguchi ve
Yoshilda 2018).

Drosophila’nin gostermis oldugu yumurta, larva, pupa ve ergin olmak {izere dort
evreden olusan gelisim evreleri Drosophila’yr holometabol canlilar grubuna dahil
etmektedir. Optimum yasam kosullar1 olan 25°C sicaklik ve %60 bagil nem ile
Drosophila yumurtalart 9 ila 11 giin igerisinde olgunlasarak ergin birey haline
gelmektedirler. Drosophila yasam dongiisii daha detayli incelendiginde bu dongiiniin
birinci, ikinci ve tiglincii larval evre, pupa ve yetiskin evre olmak iizere ¢ok basamakl
olarak gerceklestigini gormek miimkiindiir (Sekil 3.1) (Flagg 1988).
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Sekil 3.1. Drosophila yasam dongiisii (Stocker ve Gallant 2008)

Drosophila yumurtalar1 oval ve lateral agidan biraz basik bir sekildedir ve beyaz
renktedirler. Yaklasik olarak 0,5 mm uzunluga ve 0,2 mm ¢apa sahip olan yumurtalarin
dorsal yan tarafin 6n u¢ kisminda iki adet filament bulunmaktadir. Bu filmentler,
yumurtalarin 1slak ortamda batmalarmi engellemelerinin yani1 sira ayni zamanda da
oksijen ihtiyaclarin1 gidermektedir. Bir Drosophila disisi ortalama 400 yumurta
birakmaktadir ve 24 saat igerisinde yumurtalar birincil larval evreye gegmektedirler.
Ardindan larvalar beslenme yoluyla biiyiir ve iki kere de deri degistirirler. Bu siire¢
i¢cerisindeki her bir agsama bir larval evre olarak ifade edilmektedir. Larvalarin bu sekilde
gerceklestirmis olduklart biiyiime periyodlar1 4 giin stirmektedir. Bu siire sonunda ise
larvalarin agirligi baslangica kiyasla 200 kat daha fazladir. Besin {izerinde beslenmeye
devam eden larvalar {igiincii larval evrenin sonunda beslenmeyi durdurarak kuru ve temiz
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bir alana yerlesip pupa evresine gecisi tamamlamaktadir. Sarims1 beyaz renge sahip
pupalar 4,5 giinliik siire¢ icerisinde renkleri gittikce koyulasir ve pupa evresi icerisinde
de baskalagim tamamlanarak gelisimini tamamlamis bir bocek (imago) olusarak siire¢
tamamlanir (Graf vd. 1992; Stocker ve Gallant 2008; Vijayalakshmi 2013).

Larval siire¢ icerisinde larvalarin agiz agikliklart yaklasik olarak 50 ila 200 pm
arasinda degigsmektedir. Bu siirecte larvalarin herhangi bir kimyasala oral olarak
maruziyeti imajinal disk hiicrelerinde genetik farklilasma meydana getirerek dogrudan
fenotipte etkisini gostermektedir (Liu vd. 2009). Drosophila larvalarinda meydana gelen
erken embriyonik gelisim siirecinde viicut planinin olugsmasini saglayan hiicre gruplari
(imajinal disk hiicreleri) siirekli olarak boliinme halindedir. Imajinal disk hiicreleri
tiglinci  larval evrenin sonunda farklilasarak Drosophila’da ergin yapilarin
olusturmaktadir (Yamaguchi ve Yoshida 2018). Genital disk haricindeki diger tiim
imajinal diskler ¢iftler halinde bulunmaktadir. Agiz yapilarinin olusturulmasinda gorev
alan 4 imajinal disk, anten ile gozii olusturan imajinal disklerle birlikte kafayi
olusturmaktadir. Drosophila larvalar1 bacak, kanat, protoraks, halter ve genital diskler
olmak {iizere toplamda 19 adet imajinal diske sahiptir (Sekil 3.2). Dort giin siiren larval
donem siirecinde imajinal diskler yaklasik olarak 10 saatte bir boliinmektedir. Yaklasik
olarak 50000 hiicreden olusan yapisiyla en biiylik imajinal diskler kanat imajinal
diskleridir (Aldaz vd. 2010)

, Az yapilan
[,;/
i "W Anten

Goz
Protoraks

Bacak

Halter

Kanat

Genital

Sekil 3.2. Drosophila melanogaster imajinal diskleri ve ergin bireyde olusturdugu yapilar
(Aldaz vd. 2010)
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Drosophila ile gergeklestirilen deneylerde standart Lewis besin ortaminin yani
sira etkisi arastirilan kimyasal madde ile islatilmis Drosophila hazir besini de
kullanilmaktadir (Graf ve Schaik 1992; Marcos ve Carmona 2013). Standart Drosophila
besini “Lewis mediumu” olarak bilinmektedir ve icerigi Sekil 3.3’te gosterilmistir (Lewis
1960).

Misir Unu Toz Maya Agar Distile Su
+ + + +
(104 gr) (19 gr) (5 gr) (1030 mL)

-Orto-fosforik asit (83 mL)
-Pirepiyonik asit (836 mL)
-Distile su (108 mL)

\ )
|

Standart Drosophila Besini

Sekil 3.3. Standart Drosophila besin igerigi

Farkli Drosophila arastirma laboratuvarlarinda farkli i¢eriklere sahip farkli besin
ortamlar1 kullanilmaktadir. Ancak genel olarak Drosophila besini misir unu, toz seker,
toz maya, agar, distile su ve asit karisimini igermektedir (Graf vd. 1992). Calisma
kapsaminda kullanilan Drosophila besininin hazirlanmasi su sekildedir;

e Pisirme kabina asit karigimi hari¢ tim malzemeler hassas terazide tartilarak ve
mezir ile dlgiilerek eklenir.

e Tiim malzemeler iyice kaynayana ve yogunlagana kadar kisik ateste siirekli olarak
karigtirilir.

e Kaynamanin ardindan yiiksek ateste 1-2 dakika daha pisirme islemine
karistirilarak devam edilir ve pisirme kabi ates iizerinden alinarak pisirme islemi
tamamlanir.

e Pisirme {irliniiniin icerisine besinin kontaminasyonunu engellemek amaciyla
onceden hazirlanmis olan asit karisimindan 6 mL eklenir ve asitin besin igerisinde
homojen bir sekilde dagildigindan emin olana kadar karistirma islemi yapilir.

e Hazirlanan besin icerigi katilagsmadan ve sicak bir haldeyken kiiltiir siselerine (200
mL) her birinde 1 cm kalinlikta besin olacak sekilde aktarim gergeklestirilir.

e Besin aktarilan kiiltiir siselerinin tizerleri filtre kagid1 yardimiyla kapatilarak, sise
igerisindeki buharin uzaklastirilmasi saglanir.

e Son olarak hazirlanan sigelere slinger takilarak kiiltiir sigseleri kullanima hazir hale
getirilir.

Drosophila arastirmalarinda kullanilan bir diger besin ise hazir Drosophila besini’dir.
Drosophila hazir besini soliisyon olarak hazirlanan ksenobiyotiklerin farkli derisimlerine
larval evredeki Drosophila’larin maruz birakilmasi amaciyla kullanilan bir besindir.
Uygulama siirecinde 4,5 gr Drosophila Instant Medium [Fromula 4-24 ® (Carolina
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Biological Supply co., USA)] maruziyet gerceklestirilmesi istenen kimyasalin 9 mL ile
1slatilarak hazirlanir.

3.3.1.

Calisma konsantrasyonlarimin belirlenmesi

Tez galismas1 kapsaminda test edilen Fe3Os, CoFe20s, MnFe;O4 ve NiFe20s

NP’lerinin uygulama konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla literatiirde ¢alisilmis
dozlar da dikkate alinarak genis bir doz aralig1 belirlenmistir. Bu baglamda 0,2, 0,5, 0,8,
1, 1,5, 3, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarin Drosophila ergin birey olusturma basarisi
tizerine etkileri incelenmistir.

Drosophila ergin birey olusturma basaris1 deney adimlari su sekildedir;

Drosophila yaban tip (Oregon R+) hattindan 8 saat boyunca yumurta toplama
1slemi gergeklestirilmistir.

72 * 4 saatlik (iiclincii larval evre) asamaya ulasan larvalar musluk suyu altinda
yikanarak ince gozenekli elek yardimiyla toplanmis ve distile sudan gegirilmistir.
Her uygulama grubu i¢in 3 test tiipii ve her bir deney tiipiine de 4,5 gr Drosophila
hazir besini (Drosophila Instant Medium) konularak hazir hale getirilmistir.

Her test tiipii uygulama kimyasalinin 9 mL’si ile 1slatilarak larvalarin aktarilma
islemi 6ncesindeki son adim tamamlanmaistir.

Her uygulama grubu i¢in hazirlanan 3 test tiipiine her birinde 50’ser larva olacak
sekilde toplamda 150 larva rastgele olarak toplanan larvalar arasindan uygulama
kimyasaliyla 1slatilmig Drosophila hazir besini igerisine aktarilmustir.

Aktarilma islemi ince uglu pens yardimiyla gergeklestirilmis ve larvalara herhangi
bir zarar verilmeden aktarim islemi gerceklestirilmistir. Ozellikle aktarilan
larvalarin besinle temasi saglanmig, aktarim sirasinda tiip yiizeyine yapisan
larvalar kiiciik bir fir¢a yardimiyla besin ylizeyine taginmigstir.

Uygulamanin ardindan test tiipleri 25°C sicaklik ve %60 bagil neme sahip olan
Drosophila kiiltiir odasina alinmstir.

Ucgiincii larval evrede bulunan Drosophila larvalarmin ergin birey olusumuna
kadar uygulama kimyasalina kronik olarak maruziyeti saglanmustir.

Ergin birey ¢ikis1 tamamlandiginda pupadan ¢ikan bireyler bos tiipler igerisine
aktarilarak toplanmis ve toplanan bireyler eterizasyon teknigi ile bayiltilarak
sayimlar1 gergeklestirilmistir.

Deney sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesi ise 50x3 larvadan yiizde
kaginin ergin birey haline geldiginin hesaplanmasi ile tamamlanmustir.

Negatif kontrol grubu olarak distile su kullanilmistir.

Calisilan biitiin nanopartikiiller i¢in yapilan LD 50 calismasi sonucunda elde
edilen veriler dogrultusunda 10 mM lik doz en yiiksek dgalisma dozu olarak
secilmis ve toplamda 4 doz (1, 3, 5, 10 mM) ¢alismaya dahil edilmistir.
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3.3.2. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Drosophila SMART yonteminde flare-3 (flr®) ve multiple wing hair (mwh) olmak
lizere toplamda 2 farkli Drosophila hatti kullanilmaktadir. flr® (3-38,8) ve mwh (3-0,03)
genleri tiglincli kromozom {izerinde yer almaktadirlar. Normal Drosophila bireylerinde
bir kanat hiicresinden bir tane trikom ¢iktig1 goriiliirken, mwh mutant geninin homozigot
halde bulundugu mutant bir hatta bir hiicreden birden fazla trikom meydana geldigi
goriilmektedir. flr® mutantlarinda ise flr® geninin homozigot durumda olmasi embriyonik
letal etki olusturmaktadir. Bu durumda flr® geninin homozigot hale geldigi embriyolarda
ergin sinek olusumu gdérmek miimkiin degildir (Marcos ve Carmona 2013). flr® mutant
bireyler Ser (Bd® Beaded Serrate) geni bulunduran ve ¢oklu inversiyonlar gegirmis
dengeleyici kromozom TM3 tasimaktadirlar. Bu sayede bireylerin embriyonik evrede flr3
geninin homozigotlasmas1 Onlenerek hayatta kalma saglanmaktadir. Ayrica TM3
dengeleyici kromozomu, rekombinasyonu baskilayarak olasi mutajenik ve/veya
rekombinojenik etkinin birbirinden ayirt edilmesini de saglamaktadir (Graf vd. 1984;
Graf ve Vanschaik 1992). Calisma kapsaminda kullanilan hatlarin genetik yapisi ise su
sekildedir (Lindsley ve Zimm 1992):

-Erkek bireyler (2): mwh / mwh
-Disi bireyler (?): flr®/In (3LR) TM3, Bd®

Yaban tip Drosophila bireylerinde kanat uglar1 oval bir yapiya, trikomlar ise uzun
ve diiz bir sekle sahiptir. Ayrica flr® bireylerinin kanat ug kistmlar1 dominant serrate geni
nedeni ile kesikli bir yapisinin oldugu ve trikomlarinin ise yaban tip goriiniime sahip
oldugu goriilmektedir. mwh bireyleri ise kanat uglar1 bakimindan yaban tip goriiniimiine
sahipken, trikomlar1 bir trikom kokiinden ¢ikan birden fazla trikom ile karakterizedir.
(Sekil 3.4 ve 3.5). flr® geni ise nokta seklinde, kisalmis koyu renge sahip diizgiin olmayan
bir yapida bulunan trikomlar seklinde ayirt edilmektedir. mwh geninin fenotipte
goriiniimi ise bir kanat hiicresinden birden fazla trikom ¢ikmasi durumu ile karakterize
edilmistir (Kaya 2000).
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Sekil 3.4. Drosophila flr® ve mwh mutantlarinin kanat ve viicut yapilari
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Sekil 3.5. Drosophila yaban tip trikom goriintiisii (a ve b) ve mwh trikom goriintiisii (¢ ve
d)
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Calisma kapsaminda gergeklestirilen SMART deneyinde yapilan ¢caprazlamalarda
disi ve erkek bireylerin hangi mutant hatta ait oldugunun bir 6nemi yoktur. Ciinkii bu
caprazlamada kullanilan marker (belirte¢) mutant genlerin otozomal kromozom {izerinde
yer aldig1 bilinmektedir. flr® genine sahip disi bireylerin mwh geni tasiyan disi bireylere
kiyasla daha yiliksek oranda yumurta verme potansiyeline sahiptirler. Bu nedenle
caligmalarda flr® bireyleri disi ebeveynler olarak segilirken, mwh bireyleri erkek ebeveyn
olarak secilmektedir (Marcos ve Carmona 2013).

Drosophila SMART deneyi kapsaminda gergeklestirilen ¢aprazlama sonucunda
transheterozigot (Normal kanatli) ve balancer-heterozigot (Serrat kanatli) sinekler olmak
tizere iki farkli fenotipte bireyler olusmaktadir. Transheterozigot sineklerde goriilen
klonlar rekombinasyon veya mutasyon sonucunda ortaya ¢ikarken, balancer-heterozigot
sineklerin (TM3 dengeleyici kromozom tasiyan sinekler) kanatlarinda goriilen klonlar
rekombinasyon balancer kromozom tarafindan baskilandig1 i¢in sadece mutasyonlar
(non-disjunction, delesyon, nokta mutasyon) sonucunda olugsmaktadir (Spano vd. 2001).

Sentromer
1
mwh S

| {
[ . )
\ l |

0.3 38,8 91,9

Bd®

|
|
|
v

Sekil 3.6. Drosophila kanat SMART yo6nteminde kullanilan marker genlerin tiglincii
kromozom iizerindeki konumlar1 (Lindsley ve Zimm 1992)

mwh ve flr® genleri Drosophila’da 38,8 cM (SantiMorgan) mesafe arayla 3.
Kromozom iizerinde bulunmaktadir. flr® geni ile sentromer arasinda 9 ¢cM’lik bir mesafe
bulunmaktadir (Sekil 6). Bu genlerin hem kendi aralarindaki hem de sentromerle olan
uzakliklar1 ise rekombinasyonun gerceklesmesini saglamaya yetmektedir. ikiz klonlar
sentromer ve flr® geni arasinda bir bolgede meydana gelen rekombinasyon sonucu
olusurken, sadece mwh igeren klonlar mwh ve flr® bolgeleri arasinda meydana gelen
rekombinasyon sonucunda olugmaktadir (Sekil 3.7) (Ramel ve Magnusson 1992).
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Sekil 3.7. Drosophila SMAR testinde gbzlemlenen ikiz ve tek tip klonlarin olusum yollar1

(Graf vd. 1984)

Drosophila  SMART yontemi igin uygulama zamani ve siiresi agisindan
birbirinden farkli uygulama sekilleri bulunmaktadir (Graf vd. 1984; Guzman-Rincon vd.
Drosophila’nin  kanat
hiicrelerindeki mutant klon indiiksiyon zamani ile mutant klon frekanslar1 arasinda bir

2001).

Graf (1995) gergeklestirmis oldugu c¢alismada

korelasyon oldugu sonucuna ulagmistir. Buradan yola ¢ikarak SMAR testinde larvaya

kimyasal madde uygulamasi i¢in en uygun zamann f{giincii larval evrenin baslangi¢
zamani olan 72. Saati belirlemistir. Bu baglamda, tez ¢alismalar1 kapsaminda da kimyasal

uygulamalar1 72 * 4 saatlik larvalara yapilarak tizerinde gerceklestirilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan Fe3zOs, CoFe;0s4, MnFe;0s ve NiFe204
NP’leri beherde distile su igerisinde seyreltilereklerek 1 saatlik bir siire boyunca
sonikatore alinmistir. Bu sayede distile su igerisinde yer alan NP’lerin homojen olarak

dagilmalar1 saglanmistir.

Drosophila SMART yonteminin gerceklestirilmesinde asagida yer alan yollar
takip edilmistir (Sekil 3.8) (Graf vd. 1984; Marcos ve Carmona 2013);

> Drosophila standart besini bulunan kiiltiir siselerinde 40 adet virjin flr® disileri ile
40 mwh erkek sinekleri 24-48 saatlik siire¢ boyunca ¢aprazlandiktan ebeveynler

siseden uzaklastirilir.

» Gergeklesen yumurta toplama isleminin ardindan toplanan yumurtalarin 72 + 4

saatlik yani iiclincii larval evre baslangicina ulagmalar1 beklenmistir.
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> Ugiincii larval evreye ulasan larvalarm bulunduklar kiiltiir sisleri cesme suyu
altinda yikanarak ince gozenekli elek yardimiyla larvalarin toplanmasi
saglanmistir (Graf vd. 1984).

» NP uygulamalar1 i¢in her test tiipiine 4,5 gr Drosophila Instant Medium
eklenmistir. Ayrica her konsantrasyon i¢in 3 ayri test tiipii hazirlanmastir.

» Drosophila Insant Medium 1, 3, 5 ve 10 mM’lik Fe3Os, CoFe204, MnFe204 ve
NiFe2O4 NP soliisyonlarmin 9 mL’si ile 1slatilmustir.

> Ince gozenekli elek yardimiyla toplanan transheterozigot larvalardan 1-2
mikrospatiil larva uygulama kimyasali ile 1slatilmis besin igerisine aktarilmis ve
ergin birey haline gelene kadar test tiipii icerisinde kalmalar1 saglanmistir.

» Calisma kapsaminda pozitif kontrol grubu olarak 1 mM’lik EMS, negatif kontrol
grubu olarak ise distile su kullanilmistr.

» Uygulama tiiplerinde yer alan larvalar ergin birey haline gelene kadar gecen siireg
icerisinde 25°C sicaklik ve %60 bagil neme sahip olan Drosophila kiiltiir odasinda
bekletilmistir.

» Ergin hale gelen Drosophila bireyleri eter yardimiyla bayiltilarak toplanmis ve
icerisinde %70’lik etil alkol bulunan tiiplere aktarilarak preparat hazirlama
asamasina kadar +4°C’de saklanmustir.

» Alkol igerisinde bulunan sineklerden normal kanatli olan bireyler rastgele olarak
secilerek distile su igerisine alinarak alkolden arindirilmistir.

» Alkolden arindirilan sinekler ¢ukur lam iizerine damlatilan faure soliisyonu (20
mL gliserol, 30 gr gum arabik, 50 gr kloral hidrat ve 50 mL distile su) i¢erisinde
ince uglu pens yardimiyla kanatlar1 kopartilmistir.

» Her bir preparatta 40 bireyden toplanan 40 ¢ift kanat ciftler halinde lama
yapistirilmigtir.

» Hazirlanmis olan preparatlar 24 saat boyunca tozsuz bir ortamda kurumaya
birakilmisgtir.

» Siire sonunda lamlara birka¢ damla faure soliisyonu damlatilmis ve lamel (24X60
mm) ile kanatlar lizerinde hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatilmistir (Sekil
3.9).

» Hazirlanan preparatlar 40X biiyiitmede 151k mikroskobunda analiz edilmistir.
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Sekil 3.9. Drosophila SMART deneyinde hazirlanmis olan kanat preparati

Mutant klonlarin incelenmesi ve analiz edilmesinde kolaylik saglanmasi amaciyla

Drosophila kanatlar1 A, B, C, C’, D, D’ ve E olmak tizere 6 farkli bolgeye ayrilmistir
(Sekil 3.10) (Graf vd. 1984; Marcos ve Carmona 2013).
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Sekil 3.10. Drosophila kanat boliimleri

Mutant klonlar Gi¢ farkli katagori altinda analiz edilmektedir (Sekil 3.11). Bunlar;

> Biiyiik tek tip klon: 4 ve 4’ten fazla olacak sekilde flr® klonu veya 3 ve 3’ten
fazla mwh klonu biiyiik tek tip klon olarak degerlendirilmektedir. Dortten az
miktarda tek basina bulunan flr® klonlarmm varyasyon aracilifiyla olusma
thtimalinin yiiksek olmasi1 nedeniyle klon degerlendirmesine alinmamasi
onerilmektedir (Szabad vd. 1983).

» Kiiciik tek tip klon: 1 veya 2 adet mwh klonunun bir arada bulundugu durumlar
kanatlarin degerlendirilme asamasinda kiigiilk tek tip klon olarak kabul
edilmektedir.

> Ikiz klon: Hem flr® hem de mwh klonlarmin aym klonda bir arada bulunmasi
durumunda olusan klonlardir (Graf vd. 1984).
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Sekil 3.11. (a) Kiigiik tek tip klon; (b) Biiyiik tek tip mwh klon; (c) Biiyiik tek tip flr?
klon; (d) Ikiz klon goriiniimii (100X biiyiitme)

3.3.3. Drosophila hemositlerinde tek hiicre alkali jel elektroforezi (KOMET/SCGE)
testi

KOMET yontemi hasar goren hiicrelerin gorsel skorlama ve bilgisayar yazilimi
yollariyla otomatik 6l¢iimiinii esas almaktadir. Gorsel skorlama en az hasarli olan hiicreye
0, en ¢ok hasarli goriilen hiicreye ise 4 puan verilerek gerceklestirilmektedir. Bagka bir
ifadeyle hasarli hiicreler 0 ila 4 arasinda skorlama yapilarak degerlendirilmektedir
(Collins vd. 1995). Bilgisayar yazilimi araciligiyla gergeklestirilen otomatik dlgtimler igin
birbirinden farkli 6l¢iim yazilim programlart bulunmakta ve kullanilmaktadir. Bu
yazilimlar sayesinde hasar goren hiicreye ait 30°dan fazla parametre hizli bir sekilde
oOlgiilebilmektedir (Kumaravel vd. 2009). Bu parametreler arasindan KOMET verilerinin
degerlendirilmesinde c¢ogunlukla kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk
yogunlugu parametreleri kabul edilen ve kullanilan dl¢tim parametreleridir (Moller vd.
2020).

KOMET programlarinda KOMET prosediirii sonucunda ortaya ¢ikan hiicre
cekirdeginin dnce “’Kuyruk’’ ve ’Bas’’ bolgeleri tanimlanir, ardindan kuyruk uzunlugu
piksel tiirlinden Olclilerek mikrona doniistiiriilmektedir. Ayrica bas ve kuyruk
bolgelerindeki 151k yogunlugu degerleri farkli KOMET  parametrelerinin
hesaplanmasinda da kullanilmaktadir (Kumaravel vd. 2009). Kuyruk momenti
parametresini, kuyruk uzunlugunun ve kuyrukta yer alan toplam DNA fraksiyonunun bir
tirlinli olarak tanimlamak miimkiindiir. Kuyruk momenti degeri, kuyruk uzunlugu ve
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kuyruktaki DNA yiizdesinin ¢carpimi araciligiyla KOMET yazilimlari ile otomatik olarak
hesaplanmaktadir (Mozaffarieh vd. 2008; Moller vd. 2014).
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Sekil 3.12. KOMET yo6ntemi basamaklari

Tez calismas1 kapsaminda gerceklestirilen KOMET deneyinde izlenen yol asagidaki
gibidir (Sekil 3.12);

e Drosophila yaban tip (Oregon R+) hattindan 8 saat boyunca yumurta toplama
islemi gergeklestirilir. Toplanan yumurtalar 72 + 4 saatlik yani 3.larval evreye
ulastiklarinda larvalar, calisma kapsaminda kullanilan 1, 3, 5 ve 10 mM’lik Fe3Oa,
CoFez04, MnFe204 ve NiFe204 NP’lerine 24 saatlik maruz birakilmustir.

e Uygulama siirecinde, ii¢lincii larval evredeki larvalar 4,5 gr kuru halde bulunan
Drosophila hazir besininin (Drosophila Instant Medium) 1 ila 10 mM’lik
konsantrasyon araligina sahip NP’lerin 9 ml ile islatilmig besin ortamina
aktarilmis ve 24 saatlik maruziyet gerceklestirilmistir.

e Drosophila larvalar1 96 * 4 saatlik olduklarinda her uygulama tiipiinde yer alan
larvalar elek yardimiyla musluk suyu altinda yikanarak toplanmigtir. Bu islemi
takiben larvalar distile su yardimiyla yikanarak 9%5’lik sodyum hipoklorid
coOzeltisi igerisinde 2 dakikalik siire¢ boyunca steril edilmistir. Ardindan steril
edilen larvalar kurutma kagidi yardimiyla kurutularak hemosit izolasyonu i¢in
hazir hale getirilmistir.

e (Calisma kapsaminda 4 mM konsantrasyona sahip EMS pozitif kontrol, distile su
ise negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir.

e KOMET yontemi kapsaminda kullanilacak olan soliisyonlar (Cizelge 3.1) bir giin
onceden hazirlanmistir.

e Her bir uygulama grubundan 40-60 larva toplanarak, D. melanogaster hemosit
izolasyonu Irving vd. (2005) metoduna gore gerceklestirilmistir.
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e ki adet ince uca sahip pens yardimiyla Drosophila hemosit ve hemolenfi
larvalardan %0,07 feniltirotire i¢eren fosfat tamponu (PBS) icerisine toplanmuistir.

e Izolasyonu gerceklestirilen hemositler santrifiij tiiplerine (1,5 mL) alinarak +4°C
sicaklikta 10 dakika boyunca 300Xg’de santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Santrifiij islemini takipen tiiplerden siipernatant atilmis ve pellet 20 ul PBS
soliisyonuyla siispanse edilmistir.

e Singh vd. (1988) metoduna gore siispanse edilen hemositler diisiik erime 1sisina
sahip agaroz (LMA)’un 80 pL’si ile hizli olarak karistirilmis ve bir giin 6nceden
normal erime 1sisina sahip agaroz (NMA) ile kaplanmis lamlar {izerine 100 pl
seklinde yayilarak preparatlar lamelle kapatilmistir.

e Hazirlanan preparatler 10 dakika boyunca soguk bir levha iizerinde bekletilmis,
ardindan lameller preparattan uzaklastirilarak preparatin 3.katmani olarak tekrar
LMA (80 pl) eklenmistir. Preparatlar tekrar lamelle kapatilarak soguk levha
tizerine alinmig ve 10 dakika bekletilmistir.

e Siire bitiminden sonra preparatlarin tizerinde yer alan lameller uzaklastirilmis ve
igerisinde lizis soliisyonu bulunduran 151k gegirmeyen saleler igerisine preparatlar
aktarilmistir. Liziz soliisyonu igeren salelerdeki preparatlar buzdolabinda +4 °C
de en az 1 saat bekletilmistir.

e Lizis siirecinin bitisini takiben preparatlar icerisinde elektroforez soliisyonu
bulunan elektroforez tankina alinmig ve 30 dakika boyunca bekletilmistir. Siire
bitiminde preparatlar 30 dakika boyunca 25 V (1 V(cm) 300 mA’de
yuriitiilmistir.

o Elektroforez isleminin tamamlanmasinin ardindan lamlar, igerisinde
notralizasyon soliisyonu bulunduran saleler igerisine alinarak soguk ortamda 5
dakika boyunca bekletilmis ve bu islem nétralizasyon soliisyonu degistirilerek 2
defa tekrarlanmistir.

e Tiim islemlerin ardindan analiz edilecek lamlar 50 pl etidyum bromiir (EtBr, 60
pg/ml) eklenmis ve tlizerleri lamelle kapatilarak preparatlar KOMET analizi i¢in
hazir hale getirilmistir.

e Elde edilen her bir preparat i¢in 50 hiicre 40X biiyilitmede floresans mikroskop
(Nikon Eclipse E200) ile sayilmistir.

e Calisma kapsamimnda KOMET degerlendirme parametrelerinden olan kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu (%DNA) ve kuyruk momenti parametrelerinin
degerleri ol¢lilmiistiir.

e Tiim ol¢timler floresan mikroskop yardimiyla KOMET-1V (Version 4.11) paket
programiyla otomatik olarak 6l¢tim yapilmaistir.
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Cizelge 3.1. Drosophila KOMET soliisyonlar1 ve hazirlanislar

Drosophila KOMET yontemi kimyasallarimin hazirlanisi
Soliisyon Tiirii | Kimyasal | Miktar Aciklama
10 M NaOH | NaoH 4049 100 ml'ye distile su
yardimiyla tamamlanir
Na;EDTA 1,488 9 |Isiticiliu manyetik
0.4 M EDTA - karistirica 1s1 yardimiyla
Distilesu |10 ml karigmasi saglanir.
NaCl 8469 Elde edilen karisim 10 M
Na:EDTA 2249 |NaOH ile pH:10 olacak
Lizis Trizma 0.72g |sekilde ayarlanir.
sollisyonu Karisimdan 12 ml alinir.
Distilesu  |540m |6 ml Triton-X ve 6 ml
Sarcosin eklenir.
SRS NaOH 60 ml__| NaOH veya HCl ile
.. Na;EDTA |10 ml |pH:13.20 olacak sekilde
sollisyonu
Distile su | 1930 m| | yarlama yapilir.
Nétrolizasyon | Trizma HCl ile pH: 10 olacak
soliisyonu Distilesu  |600 ml |sekilde ayarlanir.
Normal erime | Agar 1g
1s1l1 agar -
(NMA) Distile su | 100 mil Isiticiliu manyetik
Diisiik erime | Agar 0.075 | karistirica 1s1 yardimiyla
1s1l1 agar karigmasi saglanir.
"DNA grade" |Distilesu |10 ml
(LMA)
Etidyum EtBr 0.01g |Isik gdrmeyecek sekilde
Bromiir Distilesu  |100 ml |+4°C'de saklanir.
PBS PBS 1 tablet | Manyetik karigitiricida
Distile su  |200 ml |karistirilir.
%0.07'lik Feniltiyotire | 0.07 9 | Manyetik karisitiricida en
Feniltiyotire PBS 100 ml |az 12-18 saat karistirilir.

3.4. istatistiksel analiz

Drosophila SMART yontemi kapsaminda hazirlanan preparatlarin sayilmasi
sonucu elde edilen klon say1 verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi MICROSTA
paket programinda yer alan Kastenbaum ve Bowman (1970) binomimal kosullu test
yontemi kullanilarak yapilmistir. Anlamhilik diizeyi ise 0,05 olarak belirlenmistir.

Istatistiksel degerlendirme kapsaminda 2 farkli hipotez kurulmustur.
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Ho: Uygulama kimyasallar1 (Fe304, CoFe20s, MnFe204 ve NiFe2Os NP’leri) ile negatif
kontrol grubu arasindan herhangi bir farklilik bulunmamaktadir.

Ha: Uygulama kimyasallar1 (FesO4, CoFe204, MnFe2O4 ve NiFe,O4 NP’leri) ile negatif
kontrol grubu arasinda ¢arpim faktorii (m) katinda anlamli bir farklilik bulunmaktadir.

Carpim faktoriiniin belirlenmesinde; toplam klon ve kiigiik tek tip klon yiiksek
spontan (rastgele) frekanslara sahip olduklari icin m=2 olarak kabul edilirken, ikiz ve
bliyiik tek tip klonlarin diisiik frekans gostermesi kaynakli m=5 olarak kabul edilmistir
(Graf ve Singer 1992). Uygulanan kimyasallarin olusturduklar1 frekans degerleri
degerlendirilirken negatif (-), pozitif (+), zayif pozitif (w) ve thmal edilebilir farklilik (1)
degerlendirmeleri Frei ve Wiirgler (1995) ¢oklu karar metoduna gore yapilmistir (Cizelge
3.2).

Cizelge 3.2. Coklu karar metodu (Frei ve Wiirgler 1988’den uyarlanmistir)

H, hipotezi

Kabul Ret
H, Kabul | Anlamsiz (i) | Negatif (-)
hipotezi | Ret Pozitif (+) Zayif pozitif (w)

Drosophila KOMET yonteminden elde edilen veriler IBM SPSS 20 paket
programinda yer alan varyans analizi (ANOVA) kullanilarak Dunnet Coklu Karsilastirma
Testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan MNP’lerin SEM analizinden elde edilen
goriintiileme sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

— 2 s p
SEM HV: 150 kV WOD: 5.18 mm L‘_
200 nm

View fleld: 1.38 Det: InSeoam SE

Sekil 4.1. MNP’lerin SEM goriintiilleme sonuglari;; a)NiFe20s NP; b)FesOs NP;
¢)CoFe204 NP; d) MnFe;O4 NP

Calisma kapsaminda gergeklestirilen PSD analizlerinden elde edilen verilere
MNP’lerin partikiil boyut dagilimlari Fe3Os NP (14-29 nm), CoFe20s NP (30 nm),
MnFe204 NP (55 nm) ve NiFe2O4 NP (25 nm) olarak belirlenmistir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4,
4.5).
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Partikiil Boyut Dagihm Egrisi
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Sekil 4.2. FesO4 NP (14-29 nm) PSD analiz sonug grafigi
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Sekil 4.3. MnFe204 (55 nm) PSD analiz sonug grafigi
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Partikiil Boyut Dagilim Egrisi
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Sekil 4.4. CoFe2O4 NP (30 nm) PSD analiz sonug grafigi

Partikiil Boyut Dagilim Egrisi
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Sekil 4.5. NiFe2O4 NP (25nm) PSD analiz sonug grafigi

4.1.1. Cahsma konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Tez calismasi kapsaminda kullanilan MNP’lerinin uygulama konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen Drosophila ergin birey olusturma basarist deneyi
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calisilmistir. Deneyden elde edilen veriler dogrultusunda larval popiilasyonun sadece
%356,66’s1n1n ergin birey asamasina ulasabildigi 10 mM’lik konsantrasyon en yiiksek
calisma konsantrasyonu olarak sec¢ilmistir. Diger calisma konsantrasyonlar1 ise 5 mM
(%69,32), 3 mM (%70) ve 1 mM (%78,66) olarak se¢ilmistir (Sekil 6).

100
90

80
70
6
5
4
3
2
1

0

0,5 1 3 5 10

Distile Su 0,2

(%)
O O O O O

Ergin Birey Olusturma Basarisi
o

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 4.6. Drosophila ergin birey olusturma basaris1 deney sonuglari.

4.1.2. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Calisma kapsaminda MNP ’lerin ¢dzliciisii ve negatif kontrol grubu olan distile su
uygulamasinda 14 adet kiiciik tek tip, 2 adet biiyiik tek tip klon sayilarak toplam klon
sayis1 16 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan EMS (1 mM)
uygulamasinda sayilan 20 kanatta 72 adet kiictik tek tip, 26 adet biiytik tek tip, 6 adet ikiz
klon olmak iizere toplamda 105 klon tespit edilmistir. Istatistiksel analizler dogrultusunda
EMS’nin biiyiik tek tip klon, ikiz klon, kiigiik tek tip klon, toplam mwh klon ve toplam
klon olmak iizere tlim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde genotoksisiteyi
indiikledigi belirlenmistir. FesOs NP ve MnFe204 NP uygulama konsantrasyonlarinin (1,
3, 5 ve 10 mM) hig¢birinde istatistiksel olarak anlamli pozitif sonug tespit edilmemistir.

CoFe204 NP’lerinin 3 mM uygulamasinin toplam mwh klon ve toplam klon sayisi
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Ayrica
CoFe204 NP’lerinin en yiiksek konsantrasyon uygulamasinin (10mM), kiigiik tek tip klon,
toplam mwh klon ve toplam klon sayisi parametrelerinde istatistiksel olarak pozitif
sonuca yol agtig1 tespit edilmistir.

NiFe2O4 NP’lerinin 3 mM konsantrasyon uygulamalarinda sadece toplam mwh
klon sayisinda, 10 mM konsantrasyon uygulamasinda ise toplam mwh klon ve toplam
klon parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli pozitif sonug¢ verdigi gozlenmistir
(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. FesO4 NP, MnFe204 NP, CoFe204 NP ve NiFe,O4 NP'lerinin Drosophila kanat SMART analiz sonuglari

Derisimler z:clastl klo:ll;iutz-ezkffiiire) hoBnL:Z:jz(:;I;Efre) ikiz klonlar Toplam mwh klonlar  Toplam klonlar Klon indisiyon
(m=5) (m=2) (m=2) Frekansi (10°
(N) (m=2) (m =5) hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.
Normal Kanat
Distile Su 80 14 0.18 2 0 15 16 0.77
EMS (1mM) 20 72 3.60 + 26 1.30 + 6 0.3 + 92 4.6 + 105| 5.25 + 4.71
Fe3z04 NP
1mM 80 16 0.20 i 6 0.08 i 0 0.00 i 21 0.26 i 22| 0.28 i 1.08
3mM 80 14 0.18 - 5 0.06 i 2 0.03 i 20 0.25 i 21 [ 0.26 i 1.02
5mM 80 21 0.26 i 2 0.03 i 0 0.00 | i 21 0.26 i 23 [ 0.29 i 1.08
10 MM 80 17 0.21 i 3 0.04 i 2 0.03 i 21 0.26 i 21| 0.26 i 1.08
MnFe,O, NP
1mM 80 14 0.18 - 0 0.00 - 1 0.01 i 15 0.19 - 15| 0.19 - 0.77
3mM 80 18 0.23 i 8 0.10 i 0 0.00 i 25 0.31 i 26 | 0.33 i 1.28
5mM 80 23 0.29 i 3 0.04 i 0 0.00 i 26 0.33 i 26 | 0.33 i 1.33
10 mM 80 17 0.21 i 7 0.09 i 2 0.03 i 22 0.28 i 26 | 0.33 i 1.12
CoFe,04 NP
1mM 80 14 0.18 - 5 0.06 i 1 0.01 i 20 0.25 i 20 [ 0.25 i 1.02
3mM 80 20 0.25 i 8 0.10 i 2 0.03 i 30 0.38 + 30 | 0.38 + 1.54
5mM 80 23 0.29 i 3 0.04 i 1 0.01 i 27 0.34 + 27 | 0.34 i 1.38
10 mM 80 38 0.48 + 3 0.04 i 2 0.03 i 43 0.54 + 43 | 0.54 + 2.20
NiFe,O4 NP
1mM 80 14 0.18 - 4 0.05 i 1 0.01 i 19 0.24 i 19| 0.24 i 0.97
3mM 80 23 0.29 i 3 0.04 i 1 0.01 i 27 0.34 + 27 | 0.34 i 1.38
5mM 80 17 0.21 i 2 0.03 i 1 0.01 i 20 0.25 i 20| 0.25 i 1.02
10 mM 80 24 0.30 i 8 0.10 i 1 0.01 i 33 0.41 + 33 | 0.41 + 1.69

Fr., frekans; D., istatistik sonuglarinin gésterimi; +, pozitif, -, negatif; i, dnemsizfark; m= ¢arpim faktoru; olasilik duzeyi= 0.05.




BULGULAR A. Y. KURSUN

4.1.3. Drosophila hemositlerinde tek hiicre alkali jel elektroforezi (KOMET/SCGE)
testi

Tez g¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilen KOMET yonteminden elde edilen
verilere gore caligma kapsaminda pozitif kontrol grubu olarak kullanilan EMS (4mM)
negatif kontrol grubu olarak belirlenen distile suya gore tiim parametrelerde (kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti) istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
bir sekilde DNA hasarini indiikledigi sonucuna ulasilmistir.

Fe304 NP maruziyeti Drosophila hemositlerinde kuyruk uzunlugu parametresinde
tiim konsantrasyonlarda (1, 3, 5, ve 10 mM), kuyruk yogunlugu parametresinde sadece
en yiiksek konsantrasyonda (10mM) ve kuyruk momenti parametresinde ise en yiiksek
iki konsantrasyonda (5 ve 10 mM) istatistiksel olarak anlamli seviyede (p<0,001) DNA
tek iplik kirig1 hasarina yol agmistir (Sekil 4.7-4.9).

40

35 * k% *kk
g *:’i‘:* * %k I :[
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o
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N
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0

dH,0 EMS 1 3 5 10
Fe:O4 NP Konsantrasyonlar: (mM)

Sekil 4.7. Drosophila KOMET yo6nteminde FesOs4 NP’lerinin meydana getirdigi DNA
hasarmin kuyruk uzunlugu parametresi bakimindan degerlendirilmesi.
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Sekil 4.8. Drosophila KOMET yo6nteminde FesO4 NP’lerinin meydana getirdigi DNA
hasarmin kuyruk yogunlugu parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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Sekil 4.9. Drosophila KOMET yonteminde Fe3Os NP’lerinin meydana getirdigi DNA
hasarinin kuyruk momenti parametresi bakimindan degerlendirilmesi

CoFe204 NP maruziyeti Drosophila hemositlerinde kuyruk uzunlugu
parametresinde tiim konsantrasyonlarda (1, 3, 5, ve 10 mM) istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) DNA hasarina yol agmistir. Kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
parametrelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir DNA hasari tespit edilmemistir (Sekil
4.10-4.12).
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Sekil 4.10. Drosophila KOMET yonteminde CoFe204 NP’lerinin meydana getirdigi
DNA hasarinin kuyruk uzunlugu parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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Sekil 4.11. Drosophila KOMET yo6nteminde CoFe204 NP’lerinin meydana getirdigi
DNA hasarinin kuyruk yogunlugu parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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Kuyruk Momenti
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Sekil 4.12. Drosophila KOMET yonteminde CoFe204 NP’lerinin meydana getirdigi
DNA hasarinin kuyruk momenti parametresi bakimindan degerlendirilmesi.

MnFe;Os NP maruziyeti Drosophila hemositlerinde kuyruk uzunlugu
parametresinde 3, 5, ve 10 mM (p<0,001) ve kuyruk momenti parametresinde en yiiksek
iki konsantrasyonda (5 ve 10 mM) (0,01<p<0,05) istatistiksel olarak anlamli DNA
hasarma yol actig1 tespit edilmistir. Kuyruk yogunlugu parametresinde ise istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil 4.13-4.15).

35
%k %
30 - T
§- 3% %k %
~ 25
=
1
= 20
=
N
D 15
=<
£
= 10
¥,
5
0
dH,0 EMS 1 3 5 10
MnFe.O, NP Konsantrasyonlar1 (mM)

Sekil 4.13. Drosophila KOMET yonteminde MnFe2O4 NP’lerinin meydana getirdigi
DNA hasarinin kuyruk uzunlugu parametresi bakimimdan degerlendirilmesi.
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Kuyruk Momenti
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Sekil 4.14. Drosophila KOMET yonteminde MnFe2O4 NP’lerinin meydana getirdigi
DNA hasarinin kuyruk momenti parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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Sekil 4.15. Drosophila KOMET yonteminde MnFe2O4 NP’lerinin meydana getirdigi
DNA hasarinin kuyruk yogunlugu parametresi bakimidan degerlendirilmesi

NiFe2Os NP maruziyeti Drosophila hemositlerinde kuyruk uzunlugu
parametresinde tiim konsantrasyonlarda (1, 3, 5 ve 10 mM), kuyruk yogunlugu
parametresinde en yiiksek iki konsantrasyonda (5 ve 10 mM) ve kuyruk momenti
parametresinde 3 mM (0,001<p<0,01), 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli (p<0,001) DNA hasarini indiikledigi tespit edilmistir (Sekil 4.16-4.18).
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Sekil 4.16. Drosophila KOMET yo6nteminde NiFe,O4 NP’lerinin meydana getirdigi DNA
hasarmin kuyruk uzunlugu parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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Sekil 4.17. Drosophila KOMET yonteminde NiFe;O4 NP’lerinin meydana getirdigi DNA
hasarinin kuyruk yogunlugu parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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Sekil 4.18. Drosophila KOMET yo6nteminde NiFe,O4 NP’lerinin meydana getirdigi DNA
hasarmin kuyruk momenti parametresi bakimindan degerlendirilmesi
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5. TARTISMA

Nanoteknoloji alaninda meydana gelen gelismeler, tip alanindaki cesitli
uygulamalara altyap1 saglayarak, biyolojik tespit, tanilama, tedavi ve ilag dagitimi gibi
onemli alanlarin geliserek ilerlemelerini saglamistir. Bu baglamda manyetik NP’ler,
hipertermi tedavisi, ilag dagitiminda ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi ¢esitli
biyomedikal uygulamalarda kullanimlarinin  fayda saglayabilecegi  ozellikler
icermektedir. Ozellikle demir oksit NP’leri, fiziksel ve kimyasal olarak kararliliklari,
biyouyumluluklar1 sayesinde klinik uygulamalar agisindan biiyiik potansiyel tasimaktadir
(Arias vd. 2018). Fakat metal NP’lerinin ¢esitli alanlarda kullanimlarinin giderek artmasi
bu NP’lerin potansiyel toksisitesi agisindan biiylik bir endiseye neden olmaktadir (Huang
vd. 2010).

MNP’lerin giiniimiizde tibbi uygulamalarda yaygin bir sekilde yer almaktadir.
Diger taraftan gelecekteki saglik uygulamalarinda potansiyel kullanim ihtimali
dogrultusunda MNP’lerin toksisitelerinin arastirildigi ¢aligmalarin kisithiligr biiyiik
endise yaratmaktadir. Ayrica MNP’lerin dogasi geregi bircok doku ve organa kolaylikla
ulasabilmektedir. Bu nedenle MNP’ler, organlara dagilabilme ve birikim gosterebilme,
hiicre proliferasyonunu  bozma, hiicre canliligin1 olumsuz etkileme, hiicre
metabolizmasinda bozukluklar olusturma gibi biiyiik sorunlara yol acabilmektedirler. Bu
baglamda iiretilen veya kullanim alanina sahip biitiin MNP’lerin toksisite
mekanizmalarinin farkli boyutlariyla arastirilmasi gerekmektedir (Malhotra vd. 2020).

Kaygisiz ve Cigerci (2017) geceklestirdikleri genotoksisite calismasinda Fe;O3
(Maghemit) NP’lerinin (<50, 100nm) potansiyel genotoksik etkilerini D. melanogaster
ve Allium cepaiizerinde arastirmislardir. Drosophila ile gergeklestirilen SMART y6ntemi
sonucunda 50 nm’den kiigiik boyuta sahip Fe2O3 NP’lerinin genotoksik etki gosterdigi
tespit etmislerdir. A. cepa lizerinde gergeklestirilen KOMET deneyi sonucunda ise
calismada kullanilan farkli boyutlara sahip iki NP’lin de kok meristem hiicrelerinde
genotoksisiteyi indiikledigi tespit etmislerdir. Ayrica A. cepa’da Fe2Os maruziyetinin
doza bagli olarak kromozomal aberasyonlari arttirdig1 fakat KOMET yontemi sonucunda
tespit edilen DNA hasarinin doza bagli olarak gerceklesmedigini gézlemlemislerdir.
Fe203 NP’lerinin genotoksik ve mutajenik etkilerinin disi lepistes (Poecilia reticulata)
baliklar1 {izerinde arastirildigi bir ¢alismada toplamda 21 giinliikk bir maruziyet
geceklestirilmistir.  Fe2Osz  NP’lerinin  genotoksik potansiyelleri ise KOMET,
mikroniikleus (MN) testi ve eritrosit ¢ekirdek aberasyon (ENA) frekanslar Slgiilerek
geceklestirilmistir. KOMET yonteminden elde edilen veriler hem akut (3 ve 7 giinliik
maruziyetler) hem de uzun siireli (14 ve 21 giinliik maruziyetler) gergeklesen Fe2O3 NP
maruziyetlerinin her ikisinde de DNA hasarinin indiiklendigini gostermistir. MN ve ENA
testleriyle degerlendirilen mutajenik etkinin ise sadece 14 ve 21 giinliilk maruziyetlerin
sonucunda indiiklenebildigi, akut maruziyetlerde etkisini gostermedigi sonucuna
ulagilmistir. Ayrica maruziyet siiresi arttik¢a eritrositlerde meydana gelen klastojenik ve
anaojenik bozukluklarin da arttig1 gézlemlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler
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ozellikle maruziyet siirelerinde meydana gelen farkliliklarin, farkli genotoksik ve
mutajenik sonuclarin ortaya ¢ikarabilecegini gdstermektedir (Qualhato vd. 2017). a-
Fe203 NP’lerinin (30 nm) sucul organizmalar {izerindeki ekolojik etkilerinin incelendigi
bir ¢alismada zebra baligi (Danio rerio) model organizma olarak kullanilmistir.
Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda a-Fe;O3 NP maruziyetinin (10 mg/L) zebra baligi
embriyolarinda gelisimsel toksisiteyi indiikledigi, kulugka siirelerinde uzama, morfolojik
bozukluklar ve hatta 6liimlere yol ag¢tig1 sonuglarina ulasilmistir. Bu durum demir oksit
NP’leri ile kontamine olmus sucul ekosistemde yasayan canlilarin gelisimlerinde
bozukluklara yol acabilecegini ortaya koymaktadir (Zhu vd. 2012).

Oreochromis niloticus {izerinde gergeklestirilen ¢alismada a ve B Fe2O3’lerinin
kronik maruziyeti sonucunda bu NP’lerin organlarda olusturduklari1 birikimler ve
hematolojik degisiklikler iizerindeki etkileri arastirilmistir. Ozellikle Fe2O3 NP’lerinin
dalakta oldukca fazla birikim gosterdigi tespit edilmistir. Fe;Os NP’lerinin birikim
gosterdigi diger yapilarin ise sirasiyla barsak, bobrek, karaciger, solungaglar, beyin ve
kas dokusu oldugu belirtilmistir. Diger taraftan Fe2O3z NP’lerinin hematolojik
parametreler agisindan (hemoglobin, hematokrit, alyuvar ve akyuvar sayimlari) bir
farkliliga yol agmadig1 ortaya konmustur (Ates vd. 2016). Zebra baligi (Danio rerio)
tizerinde gerceklestirilen farkl bir calismada Fe2O3 NP’lerine yart statik su bazli ortamda
kronik maruziyetin (52 giin boyunca) canlida meydana gelen birikim ve eliminasyon
degerleri arastirilmistir. Caligma sonucunda FeoO3 NP’lerinin zebra baliginda gévdede
birikim gosterdigi ve bu birikimin 12 giin boyunca zebra baliginin gastrointestinal
sisteminde absorbe edilerek korunabilecegi gosterilmistir (Zhang vd. 2015). iki farkli
dondrden alinan insan kemik iligi mezenkimal stromal hiicreleri (hBMSCs-1 ve
hBMSCs-2) iizerinde gergeklestirilen bir arastirmada Fe2Oz NP’lerinin hBMSCs
hiicrelerinde lipit, proteinde oksidasyona neden oldugu ve DNA’da oksidatif hasar ile
mutajenik etkiyi arttirdig1 tespit edilmistir. Ozellikle galisma kapsaminda kullanilan
Fe203 NP konsantrasyonunun giliniimiizde MRI’de yer alan Fe2O3 miktar1 (15,4 g Fe/mL)
olarak secildigi géz Oniine alindiginda biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilan
demir oksit NP miktarlarinin tekrar goézden gecirilmesi gerektigini vurgulamaktadir
(Novotna vd. 2012).

FesOs NP’lerinin (<50 nm) mutajenik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada
memeli metabolik aktivasyon sistemi S9’un varliginda ve yoklugunda Salmonella
typhimurium (TA98, TA100, TA1535 ve TAI1537) suslart ve Escherichia coli
(WP2uvrA) susu iizerinde bakteriyal geri mutasyon testi (AMES) kullanilmistir. Calisma
sonucunda 6,9 ila 5000 pg/petri gibi genis bir uygulama araliginda yer alan 7 farkli Fe3O4
NP konsantrasyon maruziyetlerinin higbirinde mutajenik etki gostermedigi tespit
edilmistir (Szalay vd. 2012). Tez ¢alismas1 kapsaminda yiritiilen Drosophila SMART
yonteminden elde edilen veriler incelendiginde FesOs NP’lerinin caligilan dozlarin
hicbirinde genotoksisiteyi indiiklemedigi tespit edilmistir. Bu baglamda calismamiz
literatiirii destekler nitelik tasimaktadir. FesO4 NP’ler pH’a bagli enzim benzeri aktivite
gosterebilmektedir. Ornegin asidik pH’a sahip bir ¢dzeltide FesOs NP’ler, peroksidaz

44



TARTISMA A. Y. KURSUN

benzeri aktivite gostererek H2O2’1 (hidrojen peroksit) parcalayarak hidroksil radikalleri
(OH) olustururken, nétr ortama sahip ¢ozeltilerde ise katalaz benzeri aktivite gostererek
H>02 molekiilinii H>O ve O2’ye ayristirmaktadir. Ergin Drosophila bireylerinin FezO4
NP’leri ile beslenmesi sonucunda ise ROS seviyelerini indirgeyerek oksidatif hasarin
azaltilabildigi bu nedenle FesOs NP’lerinin in vivo katalaz benzeri aktiviteye sahip
olabilecegi diistiniilmektedir (Zhang vd. 2016). Bu baglamda Drosophila SMART
calismasindan elde edilen sonuglar FesOs NP’lerinin Drosophila’da sergiledikleri bu
davraniglarla agiklanabilir niteliktedir.

Insan merkezi sinir sistemi hiicreleri olan D384 (astrosit) ve SH-SY5Y (néron) ile
gerceklestirilen bir ¢alismada, Fe3Os NP (19,07 + 5,5 nm) maruziyetinin sitotoksik
etkileri mitokondriyal fonksiyon testi (MTT) ve membran biitlinliigii testi kullanilarak
arastirilmistir. Calisma kapsaminda gerceklestirilen kisa siireli maruziyetin sonucunda
D384 hiicre hattinda mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina yol a¢tig1 gozlemlenirken
SH-SYS5Y hiicre hattinin FesOs NP maruziyetine karsi daha direngli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica astrosit hiicrelerinin ndronlara kiyasla daha yiiksek oranda Fe3O4 NP
birikimi olusturduklar1 tespit edilkmistir (Coccini vd. 2017). FesO4 NP’lerinin (30 ve 47
nm) BRL 3A hiicre hatt1 (sican karaciger hiicre hatt1) iizerinde diisiik konsantrasyonda
(10-50 pg/mL) mitokondriyal bozukluklara yol agmadig: fakat yiiksek konsantrasyona
(100-250 pg/mL) maruziyetin sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna neden oldugu tespit edilmistir (Hussain vd. 2005). Ahamed vd.
(2013) gergeklestirmis olduklari ¢alisma kapsaminda, Fe3Os NP’lerinin (25 nm) insan cilt
deri (A431) ve akciger epitel (A549) hiicre hatlar1 iizerinde olusturulan maruziyeti
sonucunda meydana gelen sitotoksisite, oksidatif hasar ve genotoksisite arasindaki iligki
arastirtlmistir. Calismanin sitotoksisite asamasindan elde edilen veriler FesO4 NP (25-100
g/mL) maruziyetinin her iki hiicre tipinde de sitotoksisiteyi indiikledigi gosterilmistir.
Oksidatif stres analizi kapsaminda FesO4 NP’lerin hiicrede glutatyon tiikenmesi, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusumu ve lipid peroksidasyonuna neden olarak oksidatif stresi
indiikledigi tespit edilmistir. Calismanin son asamasinda gerceklestirilen KOMET
yonteminden elde edilen veriler ise FesO4 NP’lerinin her iki hiicre tipinde de DNA
hasarma yol actig1 tespit edilmistir. Bu baglamda Fe3Os NP’lerinin hiicreler {izerinde
sergiledikleri genotoksik etkinin ROS olusumu, lipid peroksidasyonu ve glutatyon
tikenmesi aracilifiyla olustugunu sdylemek miimkiindiir. Calismamiz kapsaminda
gerceklestirilen KOMET deneyinden elde edilen veriler FezOs NP’lerinin istatistiksel
olarak anlamli (p<0,001) bir sekilde DNA hasar1 araciligiyla genotoksisiteyi indiikledigi
belirlenmistir. Ayrica ¢calismamizdan elde edilen veriler literatiir ¢alismalarina paralellik
gostermektedir. Ozellikle literatiir ¢alismalar1 incelendiginde FesOs NP’lerinin,
genotoksisiteyi ROS olusumu, oksidatif hasar ve lipid peroksidasyonu araciligiyla
indiikledigine isaret etmektedir. Bu baglamda Fe3Os NP’lerinin Drosophila’da da
muhtemelen benzer yollar aracilifiyla DNA hasarmi indiikledigi diistiniilmektedir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarin g¢ogunlukla in vitro olarak gerceklestirildigi dikkate
alindiginda tez ¢alismasi kapsaminda gegeklestirilen in vivo deneyler ve bu deneylerden
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elde edilen wveriler literatiir eksikliklerinin giderilmesine katkida bulunmaktadir.
Calismamiz dogrultusunda gergeklestirilen SMART ve KOMET yontemlerinin birbirine
karsit sonuglar verdigi goriilmektedir. Drosophila SMART ¢alismasinin mekanizmasi ile
KOMET c¢alismasinin mekanizmalar1 ve tespit ettikleri genotoksik sonuglarin birbirinden
farkli olmasi olasi farkli sonucunda goriilebilecegine isaret etmektedir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda kullanilan test yontemlerinin in vivo yontemler oldugu da dikkate alindiginda
elde edilen verilerin 6nemi daha da dikkat ¢ekici hale gelmektedir.

Ni elementlerinin gittik¢e artan endiistriyel uygulamalar1 sonucunda Ni’nin insan
saghigr lzerindeki etkileri hakkinda o©nemli endiseler olusmaya baslamistir. Ni
maruziyetinin en belirgin toksikolojik etkisi ise alerjik deri reaksiyonlaridir ve Ni
toksisitesinin hedef organi ise sinir sistemidir. Ni kaynakli ndrotoksisitenin molekiiler
mekanizmasi hala net olmamasina ragmen, mitokondride hiicresel enerji metabolizmasi
tizerinde bozukluklar olusturarak oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklari
gibi hasarlar bu baglamda 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle Ni NP’lerinin, boyutu itibari ile
hiicrelere girisinin kolayligi ve muhtemel olusturabilecegi hasar Ni partikiillerine kiyasla
daha biiyiik bir norotoksisiteye neden olabilecegi diisliniilmektedir (Song vd. 2017).
Genotoksisite agisindan incelendiginde ise Ni NP’lerinin A549 (akciger kanseri hiicre
hatt1) hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegi ve bu etkiyi ise Ni’in amino asitlere,
proteinlere ve peptitlere baglanabilme 6zellikleriyle ROS olusumuna neden olmalariyla
sagladig1 diistiniilmektedir (Magaye ve Zhao 2012).

Geceklestirilen literatiir incelemeleri sonucunda tez calismasi kapsaminda
calisilan NiFe2O4 NP’lerinin genotoksik etkileri hakkinda kisith bilgi oldugu tespit
edilmistir. Ancak Ni NP’lerinin farkli bilesiklerle olan kombinasyonlarinin ¢esitli toksik
etkilerinin arastirildig1 calismalar literatiirde mevcuttur (Akerlund vd. 2019). Ornegin
nanonikel hidroksit (nano-NH)’lerinin pulmoner toksisitesinin arastirildig1 bir ¢aligma
kapsaminda, 3 aylik C57BL/6 erkek farelerine inhalasyon yolu ile maruziyet ¢aligilmistir.
Calisma sonucunda nano-NH’lerin pulmoner toksisiteye neden oldugu ve bu toksisitenin
sadece nano-NH’lerden salinan Ni iyonlariyla olugsmadigi bu durumun daha karmasik bir
mekanizmaya sahip olabileceginden dolay1 ek calismalara ihtiya¢ duyuldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle Ni bazli NP’lerin farkli model organizma ve test sistemleriyle
calisilmasi biliylik 6nem tasimaktadir (Kang vd. 2011). NiO (nikel oksit) NP’leri ile
gerceklestirilen bir calismada NiO NP’lerinin herhangi bir cilt hassasiyetine neden
olmadig1 tespit edilmistir (Kim vd. 2021). Ozellikle Ni NP’lerinin alerjik deri
reaksiyonlarma neden oldugu g6z oniine alindiginda, yapisina bir molekiil (oksijen)
eklenen Ni NP’lerinin ciltte {lizerinde farkli bir etki olusturdugu goriilmektedir. Bu
baglamda Ni NP’lerinin farkli formlarmin farkli toksik etkiler olusturabilecegi veya
toksisiteye neden olmayabilecegi goriilmektedir. Bu nedenle Ni NP’lerine eklenen farkl
gruplarla olusturulan yeni NP’lerin toksisitesinin yeniden gozden gegirilmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Capasso vd. (2014) NiO NP maruziyetinin akciger epitel hiicreleri
tizerindeki inflamasyon olusturma ve genotoksik potansiyellerini arastirmak {izere
BEAS-2B (insan tiimorijenik olmayan akciger epitel hiicreleri) ve A549 (akciger kanseri
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hiicreleri) hiicre hatlariyla g¢alismislardir. Arastirma kapsaminda kullanilan NiO
NP’lerinin (20, 40, 60, 80, 100 ug/mL) 24 saatlik maruziyetinin hiicre canliliginda
azalmaya ve apoptotik ve nekrotik hiicrelerde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Hatta
maruziyetin ardindan gegen ilk 45 dakikalik stire¢ igerisinde hiicre i¢i ROS miktarinda
artis meydana geldigi tespit edilmistir. Bu nedenle NiO NP’lerinin sitotoksik ve
proinflamatuar potansiyeline sahip oldugu ayrica ROS olusumunu indiikleyerek de DNA
hasarma yol acabilecegi gosterilmistir. Cho vd. (2012)’nin A549 hiicreleri ile
gerceklestirdikleri NiO NP maruziyeti ¢aligmasinda NiO NP’lerinin inflamasyon
olusturma ve sitotoksik potansiyele sahip olabilecegini desteklemistir. Albino disi Wistar
siganlar ile yiiriitiilen bir ¢alismada siganlar NiO NP’lerinin 125, 250 ve 500 mg/kg’lik
konsantrasyonlarina oral yoldan maruz birakilmistir. Arastirma kapsaminda elde edilen
veriler degerlendirildiginde akut NiO NP maruziyetinin sicanlarda hepatoksisiteyi
indiikledigi ve doza bagl olarak antioksidan enzimler olan alkalin fosfotaz, laktat
dehidrojenaz, glutatyon ve siiperoksit dismutaz {lizerinde degisikliklere neden oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle NiO NP maruziyeti alkalin fosfotaz ve laktat dehidrojenaz
enzimlerinin miktarinda artisa neden olurken, glutatyon ve siiperoksit dismutaz enzim
miktarlarinda azalisa neden oldugu gozlemlenmistir. Bu baglamda gerceklestirilen bu
caligma NiO NP’lerinin genotoksik potansiyellerinin lipid peroksidasyonu ve oksidatif
stres araciligiyla olustuguna isaret etmektedir (Dumala vd. 2018). NiO NP maruziyetinin
toksik etkileri tizerine gergeklestirilen bu ¢alismalar NiO NP’lerinin yiliksek oranda toksik
potansiyeline sahip olabilecegine dikkat ¢ekmektedir. Arttk NiO NP’lerinin sahip
olduklar1 sitotoksik etki ve oksidatif hasar olusturma potansiyel etkilerine karsin
koruyucular ¢alisilmaya baglanmistir (Mohamed vd. 2018).

NiFe20s NP’lerinin sitotoksik, apoptotik ve oksidatif stres potansiyellerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bir calismada A549 hiicre hatti kullanilmistir.
Calismanin sitotoksite basamaginda AS549 hiicreleri 26 nm boyuta sahip NiFe>Os
NP’lerine maruz birakilmig ve MTT, nétral kirmizi alim (NRU) ve laktat dehidrojenaz
sizit1 testi (LDH sizint1 testi) ile sitotoksik potansiyel aragtirilmigtir. Sitotoksisite
testlerinden elde edilen veriler NiFe;O4 NP’lerinin doza bagh olarak sitotoksisiteyi
indiikledigi sonucuna ulagilmistir. Ayrica NiFe204 NP’lerinin ROS olusumunda artisa ve
antioksidan bir enzim olan glutatyon miktarinda azalmaya neden olarak oksidatif stresi
indiikledigi tespit edilmistir. Bu ¢alismayla NiFe2O4 NP’lerinin A549 hiicrelerinde ROS
iiretimiyle apoptozun ve p53, survivin, bax/bcl-2 ve kaspaz yollar1 araciligiyla da
oksidatif stresin indiiklenebilecegi gosterilmistir (Ahamed vd. 2011). Ayrica farkli bir
calismada NiFe2O4 NP’lerinin HepG2 (insan karaciger hiicreleri) ve MCF-7 (insan meme
hiicreleri) hiicre hatlarinda da doza bagli olarak sitotoksite ve oksidatif stresi indiiklendigi
tespit edilmistir. Ozellikle NiFe2O4 NP maruziyetinin ROS olusumunda artisa, glutatyon
miktarinda azalisa ve lipid peroksidasyonuna neden oldugu tespit edilmistir (Ahamed vd.
2015). Bu baglamda NiFe204 NP’lerinin genotoksik etkilerini, ROS olusumu ve lipid
peroksidasyonu araciliiyla gosterdigi diisiiniilmektedir. Yin vd. (2005) ger¢eklestirmis
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olduklar1 sitotoksisite calismastyla NiFe,Os NP’lerinin sitotoksik potansiyellerinin
partikiil boyutuyla iligkili olmadig: tespit edilmistir.

NiFe2Os NP’lerinin  genotoksik potansiyellerinin  arastirildigi  literatiir
caligmalarinin ¢ogunlukla in vitro olarak gerceklestirildigi goz Oniine alindiginda bu
calisma kapsaminda in vivo olarak gerceklestirilen KOMET deneyinden elde edilen
veriler literatiire katki saglamaktadir. NiFe>O4 NP konsantrasyonlarindan en yiiksek iki
konsantrasyonunun (5 ve 10 mM) DNA hasarmi indiikledigi goriilmiistiir. Ozellikle
uygun miktarlarda kullanilmayan maddelerin olumsuz sonuglar olusturabilecegi dikkate
alindiginda NiFe2Os4 NP’lerinin kullanim miktarlariin  diisiikk tutulmast oldukca
onemlidir. Indiiklenen genotoksisitenin hangi mekanizmalar araciligiyla gerceklestigini
literatiir incelemeleri aracilifiyla c¢ikarimsal olarak yapmak miimkiindiir. Literatiir
incelemesine gore NiFe,Os4 NP’lerinin Drosophila’daki mevcut genotoksisitesinin,
potansiyel oksidatif stres, ROS olusumu ve lipit peroksidasyonu mekanizmalari
araciligiyla gerceklestigini yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir.

NiFe2O4 NP’lerinin 26 nm boyuta sahip formunun genotoksik potansiyellerinin
Drosophila SMART yontemi ile arastirildigi bir ¢alismada 25, 50, 75, 100 ve 200
ng/mL’lik NiFe;Os NP konsantrasyonlarinin maruziyeti gerceklestirilmistir. Caligma
sonucunda elde edilen veriler degerlendirildigine sadece 200 pg/mL’lik (8,5 mM) en
yiksek  konsantrasyonda  genotoksisitenin  indiiklendigi, diger  c¢alisma
konsantrasyonlarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadig: tespit
edilmistir (Nas ve Colak 2020). Tez calismasinda NiFe.Os NP uygulamalarinin
Drosophila kanat SMART yontemiyle potansiyel genotoksisitesi belirlenmistir. Elde
edilen verilere gore NiFe2O4 NP liniin ¢alisilan 3 ve 10 mM genotoksisiteyi istatistiksel
onemde artirdig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler ile literatiir verileri
paralellik gostermektedir.

Gergeklestirilen literatiir incelemesi sonucunda tez caligmasi kapsaminda calisilan
MnFe,O4 NP’leriyle ilgili herhangi bir toksisite ¢alismasinin olmadigi tespit edilmistir.
Ancak Mn grubu iceren farkli NP’lere ait birkag toksite ¢aligmasi literatiirde mevcuttur.
Ornegin Mn3Os4 NP’lerinin Pseudokirchneriella subcapitata (tathisu algi) iizerinde
gerceklestirilen risk ve sitotoksite degerlendirmeleri sonucunda Mn3Os NP’leri zararl
olarak katagorize edilmistir. Mn3Os NP’lerinin alg iizerindeki zararli etkilerininde
(membran biitiinliglinde kayip olmadan gerceklesen biiylime inhibisyonu) ROS olusumu
kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir (Sousa vd. 2019). Ghosh vd. (2019) gerc¢eklestirmis
olduklar1 ¢alismada MnO NP’lerinin (mangan oksit NP’leri) Physcomitrella patens
yosunlarinda genotoksisite ve DNA hipometilasyon olusturma potansiyelleri KOMET ve
metilasyon hassasiyetli KOMET yontemleri aracilifiyla incelenmistir. Calisma
sonucunda MnO NP (30 nm) maruziyetinin ROS olusumunda artigla birlikte DNA
hasarimni indiikledigi ve DNA hipometilasyonuna yol agtig1 tespit edilmistir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda gergeklestirilen Drosophila hemositlerinde KOMET yonteminden elde
edilen veriler degerlendirildiginde MnFe2O4 NP’lerinin kuyruk uzunlugu (3, 5 ve 10mM)
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ve kuyruk momenti (5 ve 10 mM) parametreleri acisindan DNA hasarini indiikledigi
belirlenmistir. Literatiirde in vivo veya in vitro MnFe;O4 NP’lerinin toksitesinin veya
genotoksisitesinin arastirildigir herhangi bir ¢aligmanin olmadigr tespit edilmistir. Bu
baglamda 6zellikle in vivo olarak gergeklestirilen KOMET deneyinden elde edilen veriler
literatiirde yer alan eksikligin giderilmesine 6nemli katki saglayacaktir. MnO2 NP (45
nm) akut oral maruziyetinin genotoksik etkilerinin arastirildig1 farkli bir ¢alismada disi
albino Wistar sicanlari tizerinde KOMET, mikroniikleus (MN) ve kromozomal aberasyon
test yontemleri kullanilmistir. Gergeklestirilen arastirma sonucunda MnO2 NP’lerinin
periferal kan l0kositlerinde istatistiksel olarak anlamli bir DNA hasar1 indiikleme
potansiyeline ve kemik iligi hiicrelerinde ise mikroniikleus olusumu ve kromozomal
aberasyonlara yol actig1 gézlemlenmistir (Singh vd. 2013). Gergeklestirilen MnFe,O4 NP
uygulamalarinin SMART yontemi agisindan genotoksisiteyi indiiklemedigi sonucuna
ulastlmistir. Bu durum gergeklestirilen tez calismasinin, MnFe,O4 NP lerinin toksikolojik
degerlendirilmelerine dair literatiirde ilk yapitasini olusturma O6zelligini tagimaktadir.
Literatiirde Mn NP’leriyle ilgili kisith toksisite ¢calisma olmasi ve MnFe2O4 NP’lerinin
toksisitesiyle ilgili herhangi bir ¢alismanm bulunmamasi, tez ¢aligmasi kapsaminda
gerceklestirilen genotoksisite analizlerinden elde edilen verileri literatiir eksikligini
gidermesi agisindan oldukca dnemli kilmaktadir. Ozellikle gelecekte farkli alanlarda
kullannm potansiyeli olan MnFe2Os NP’lerinin toksisitelerinin  farkli  model
organizmalarla, in vivo ve/veya in vitro olarak ¢aligilmasi gerekmektedir. Ayrica KOMET
deneyinde tespit edilen DNA hasarinin nasil gerceklestiginin daha net anlasilabilmesi i¢in
etki mekanizmalarinin ¢aligilmasi bilyiik 6nem tasimaktadir.

Farkli boyutlara sahip CoFe2O4 NP’lerinin (5,6 nm, 10um ve 120pum) insan
lenfositlerinde mikroniikleus testi ile genotoksik potansiyelleri arastirilmistir.
Calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde 5,6 nm boyuta sahip CoFe204
NP’lerinin sitokinez bloke proliferasyon indeksi (CBPI) ve mikroniikleus biniikleuslu
lenfositler (BNMN) parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu
tespit edilmistir. 10pum boyuta sahip CoFe204 NP maruziyetinin BNMN miktarinda artisa
neden oldugu tespit edilirken 120um boyuta sahip CoFe2Os4 NP’lerinde iki parametre
bakimindan da anlamli bir farkliliga yol agmadig1 gozlenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler farkli boyutlara sahip CoFe;Os4 NP’lerinin farkli genotoksik etkiler
gosterebilecegine isaret etmektedir (Colognato vd. 2007). Asik vd. (2016) tarafindan
yapilan ¢alismada CoFe204 NP’lerinin (8-20 nm) sitotoksik ve genotoksik potansiyelleri
MCF-10A (normal meme hiicre hatt1) ve MDA-MB-231 (metastatik meme kanser hiicre
hatt1) hiicre hatlarinda KOMET ve sitokinez bloke mikrontiikleus test (CBMN) yontemleri
kullanilanilarak arastirilmistir.  Calisma sonucunda elde edilen veriler CoFe2O4
NP’lerinin istatistiksel olarak anlamli ve doza bagli olarak DNA hasarin1i ve MN
olusumunu indiikledigi sonucuna ulasilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen
SMART yonteminden elde edilen veriler CoFe2.Os4 NP’lerinin 6zellikle yiiksek
konsantrasyon uygulamalarinin Drosophila’da istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
genotoksisiteyi indiikledigi tespit edilmistir. Ozellikle literatiir calismalar1 incelendiginde
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CoFe;04 NP’lerinin gdstermis olduklar1 genotoksik etkiyi cogunlukla oksidatif stres ve
ROS olusumu yoluyla sergiledikleri tespit edilmistir. Bu dogrultuda Drosophila’da
SMART yontemi ile belirlenen genotoksisitenin muhtelemen oksidatif stres ve/veya ROS
olusumu araciligiyla gerceklestigi diisiiniilebilmektedir. CoFe204 NP’lerinin (39+£17nm)
NRK-52E hiicre hatt1 (sigan bobrek proksimal tiibiiler epitel hiicreleri) ile sitotoksik ve
genotoksik potansiyellerinin arastirildigir ¢alismada 100-1000 pg/mL konsantrasyon
aralig1 gibi genis bird oz araliginda arastirma yapilmistir. CoFe20s4 NP’lerinin
sitotoksisite degerlendirmeleri MTT ve NRU ydtemleriyle belirlenirken, genotoksisite
degerlendirmeleri icin KOMET yo6ntemi kullanilmig, ek olarak ise apoptoz tayini
yapilmistir. Calisma sonucunda CoFe204 NP maruziyetinin hiicre canlili§i ve apopotoz
tizerinde etki gostermedigi gozlenirken, 100 pg/mL’den diisiik konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli degerlendirilen bir DNA hasar1 olusumu tespit edilmistir.
Aragtirmacilar bu durumu literatiirdeki diger ¢alismalar1 gézden gegirerek oksidatif stress
kaynakl1 olabilecegi ¢ikariminina ulasmiglardir (Abudayyak vd. 2017a). Bu ¢alismalara
ek olarak cesitli hiicre hatlarinda CoFe>O4 NP’lerinin sitotoksik, embriyotoksik ve
genotoksik etkileri tarafindan arastirilmis ve yiiksek konsantrasyonlardaki CoFe2O4
NP’lerinin hiicre iginde parcalanmaya ugradigi ve Co iyonlarinin salindigi bunun da
sitotoksisite ile iligkili olabilecegi bildirilmislerdir (Marmorato vd. 2011). Pershina vd.
(2011)’nin gergeklestirmis olduklari ¢alisma ise CoFe2O4’tin DNA’nin fosfat gruplar1 ve
oksijen atomlart ile baglanti kurdugunu, Ahmad vd. (2016) ise CoFe204 NP’lerinin ROS
iiretimine neden olarak genotoksisiteyi indiikleyebilecegini gostermislerdir. Yapilan tez
calismasininda KOMET yonteminden elde edilen veriler CoFe2O4 NP’lerinin kuyruk
uzunlugu parametresi bakimindan tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlaml
(p<0,0019) olarak DNA hasarma yol acarak genotoksisiteyi indiikledigi belirlenmistir.
Elde edilmis olan veriler literatiir verileri ile paralellik gostermektedir. Tespit edilmis olan
pozitif sonuclarin literatiirde de gosterildigi gibi ROS olusumu veya oksidatif stres aracili
gergeklesebilecegine diisiiniilmektedir. Diger taraftan bir NP’iin veya herhangi bir
maddenin toksisitesinin veya genotoksisitesinin belirlenebilmesi i¢in farkli model
organizmalar veya hiicreler tizerinde in vivo veya in vitro birgok ¢alismanin
gerceklestirilmesi ve muhtemel etki mekanizmalarinin da belirlenmesi gerekmektedir. Bu
baglamda ¢aligmamiz CoFe,O4 NP’lerinin genotoksik potansiyellerinin belirlenebilmesi
acisindan hem farkli genotoksik etkileri belirlemeleri hem de in vivo galismalar olmasi
nedeni ile literatiire 6nemli katkida bulunmaktadir.

50



SONUCLAR A. Y. KURSUN

6. SONUCLAR

MNP’ler yiiksek derecede ylizey modifikasyonlarina uyumlu partikiillerdir ve bu
Ozellikleri sayesinde ¢esitli biyouyumlu, biyoaktif malzemeler, ligandlar veya
antikorlarla birleserek farkli uygulama alanlarinda siklikla tercih edilmektedirler.
Bunlarin yani sira MNP ler, terap6tik alanlarda kolaylikla hedeflenme, kontrol edilme ve
izlenebilme 6zellikleriyle de oldukg¢a dikkat ¢ceken NP’ler arasina girmistir.

MNP’lerin siklikla farkli alanlarda kullanimlar1 beraberinde bu NP’lerin toksik
potansiyelleriyle ilgili endiseler getirmistir. MNP’lerin toksisitesinin belirsizliginden
kaynaklanan endiseler bu NP’lerin klinik tedavilerde kullanimlarin1 giiglestirmistir. Bu
duruma ragmen oldukga farkli uygulamalarda kullanim kolaylig1 saglamalar1 nedeniyle
MNP’lerin toksik potansiyelleri gormezden gelinmekte ve kullanima devam
edilmektedir. Ancak zaman igerisinde biriken toksikolojik degerlendirmeler ve ¢caligsmalar
dogrultusunda, MNP’lerin formiilasyonlarin da degisikliklere gidilmistir. MNP’lere
eklenen farkli gruplar araciligiyla gerceklestirilen bu degisiklikler sonucunda iiretilen ve
kullanilan bu yeni malzemelerin ise toksikolojik degerlendirmeleri heniiz baslangi¢
asamasindadir. Bu baglamda MNP’lerin toksisite potansiyellerinin bilinmezligi bilim
insanlart acisindan biiylik bir endise kaynagi haline gelmistir. Bu nedenle MNP’lerin
giiniimiizde kullanilan veya kullanima sunulmadan 6nce gerceklestirilen 6n testlerde
toksikolojik degerlendirmelerinin yapilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu baglamda tez ¢aligsmasi kapsaminda 4 farkli metalik-MNP (Fe304, CoFe2Qg,
MnFe204 ve NiFe;Os NP), insanla hem genetik hem de hastaliklar agisindan oldukga
benzer oOzellikler tagimasiyla dikkat ¢eken D. melanogaster ile genotoksik
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla SMART ve KOMET yontemleri kullanilarak
caligilmastir.

Drosophila kanat SMAR testi sonucunda; CoFe;O; NP’lerinin 3 mM
konsantrasyon uygulamasinin D. melanogaster kanat imajinal disk hiicrelerinde toplam
mwh klon ve toplam klon parametrelerinde, 5 mM konsantrasyonunun toplam klon
parametresinde ve 10 mM konsantrasyon uygulamasinin ise kiigiik tek tip klon, toplam
mwh klon ve toplam klon olmak iizere 3 farkli parametre agisindan istatistiksel olarak
anlamli pozitif sonu¢ vererek genotoksisiteyi indiikledigi belirlenmistir. NiFe>Os
NP’lerinin 3 mM konsantrasyon uygulamasinda toplam mwh klon parametresinde ve 10
mM konsantrasyon uygulamasinin ise toplam mwh klon ve toplam klon parametrelerinde
istatistiksel olarak anlamli pozitif sonu¢ vererek genotoksisiteyi indiikledigi tespit
edilmistir. FesOs NP ve MnFe2O4 NP’lerinin ise D. melanogaster kanat imajinal disk
hiicrelerinde genotoksisiteyi indiiklemedigi tespit edilmistirr.

Drosophila hemositlerinde KOMET yonteminden elde edilen veriler ¢alismada
kullanilan 3 parametre agisindan degerlendirildiginde; kuyruk uzunlugu parametresi
bakimindan Fe3Os NP, CoFe:Os NP, NiFe;Os NP’lerinin  ¢alisilan  biitiin
konsantrasyonlarda ve MnFe;O4 NP’lerinin ise en yiiksek 3 konsantrasyonunda (3, 5 ve
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10 mM) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde DNA hasarinin indiiklendigi gosterilmistir.
Kuyruk yogunlugu parametresi bakimimdan FesO4 NP ve NiFe2O4 NP’lerinin en yiiksek
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir DNA hasarinin indiiklendigi tespit
edilmistir. Son parametre olan kuyruk momenti agisindan FezOs NP ve MnFe,Oq4
NP’lerinin en yliksek 2 konsantrasyonunun, NiFe,O4 NP’lerinin ise 3, 5 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli DNA hasarina yol actigi1 tespit edilmistir.
CoFe204 NP’leri ise kuyruk momenti parametresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
bir DNA hasarina yol agmamustir.

Tez ¢alismasinda kullanilan D. melanogaster model organizmasi,DNA hasar-
tamir mekanizmasi, hiicre dongiisii, bir ¢ok ortak genetik hastalik gibi genetik 6zellikler
bakimindan insanla olan benzerligi ile dikkat ¢cekmektedir. Bu nedenle ¢alismamizdan
elde edilen sonuglar biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle kimyasal maddelerin viicutta
sergiledikleri davranislar veya viicudun bu gibi maddelere karsi kullandig1 bir savunma
mekanizmasi oldugu diisiiniildiigiinde gergeklestirilen in vivo testler metalik-MNP’lerin
potansiyel toksisitelerinin tespit edilmesi bakimindan literatiire katki saglayacagi cok
aciktir. Ayrica calisilan metalik-MNP’lerin hepsinin de D. melanogaster {tizerinde
genotoksisiteyi indiiklemis olmasi bu NP’lerin kullanimlarinin yayginlagsmasi sonucunda
olusan endiseyi artirmaktadir. Caligma kapsaminda tespit edilen genotoksisitenin hangi
mekanizmalar aracilifiyla gergeklestiginin  farkli test yontemleri kullanilarak
arastirilmas1 ve metalik-MNP’lerin bu dogrultuda toksikolojik degerlendirmelerinin
yapilmaya devam edilmesi insan ve ¢evre sagligt agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
baglamda olas1 mekanizmalarin farkli test ve model organizmalar kullanilarak tespit
edilmesi gerekmektedir.
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